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El daño hepatocelular es el principal desencadenante de la respuesta reparadora en el 
hígado que conduce a la fibrosis hepática. El sustrato del receptor de la insulina tipo 2 
(IRS2) es una proteína fundamental de la ruta de señalización de la insulina que 
modula el metabolismo hepático. Sin embargo, no se conoce su papel en el desarrollo 
de la fibrosis en el hígado. En esta Tesis Doctoral se ha investigado el impacto de la 
deficiencia en IRS2 en el estrés hepatocelular ante el daño colestásico en el hígado. 
Para ello, ratones hembra de genotipo salvaje (WT) y deficientes en IRS2 (IRS2KO) se 
sometieron a una ligadura del conducto biliar (BDL) y tras el sacrificio en diferentes días 
tras la cirugía se realizaron análisis histológicos, bioquímicos y moleculares de los 
principales marcadores fibrogénicos y proinflamatorios. Los ratones IRS2KO 
desarrollaron lesiones histológicas menos severas y presentaron menores elevaciones 
de los marcadores bioquímicos de daño biliar que los ratones controles (WT) a los 3 y 7 
días post-BDL. La expresión hepática de marcadores proinflamatorios y fibrogénicos se 
encontraba disminuida en los ratones IRS2KO en comparación con los WT a los 3 y 7 
días post-BDL. Además, los niveles de hemoxigenasa 1, un marcador de la respuesta 
antioxidante desencadenada ante un estrés oxidativo, fueron menores en los ratones 
IRS2KO sometidos a BDL. Sin embargo, estas diferencias entre los genotipos no eran 
detectables los 28 días después de la operación. Se exploró si la ausencia de IRS2 
afectaba a la activación de las células estelares hepáticas (HSC) humanas LX2 tras la 
estimulación con el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF1). Se encontró que la 
ausencia de IRS2 redujo su activación por el IGF1, preservando el fenotipo quiescente 
y mostrando una reducida expresión de los marcadores fibrogénicos, colágeno tipo 1 y 
αSMA. De hecho, en ausencia de IRS2 la fosforilación de ERK1/2 y la expresión de 
MMP9 inducidas por el IGF1 se encontraron disminuidas. Asimismo, se analizó el papel 
de la vía de señalización IGF1R-ERK1/2-MMP9 en la activación de las HSC. Para ello, 
las células LX2 se trataron con PD98059, inhibidor farmacológico de la activación de 
ERK1/2, y a continuación se estimularon con IGF1. En estas condiciones se impidió la 
activación de las HSC por el IGF1, resultados que se reprodujeron tras el silenciamiento 
génico de IRS2. Por último, se estudió la modulación de los componentes del sistema 
IGF1/IGF1R encontrando que tras la BDL los niveles de ARNm del IGF1R aumentaban 
mientras que los de los IRS disminuían. Además, la expresión de MMP9 se encontró 
significativamente más elevada en los ratones WT que en los ratones IRS2KO. 
Nuestros resultados indican que el IRS2 contribuye a la progresión del daño hepático 
producido por la colestasis ya que su deficiencia reduce la respuesta inflamatoria y 
fibrogénica en un modelo preclínico de esta patología debido, al menos en parte, a la 




Hepatocellular injury is the major triggering event of the wound healing response that 
leads to liver fibrosis. Insulin receptor substrate 2 (IRS2) is a key downstream mediator 
of insulin signaling pathway with a major role in liver metabolism. However, its effects 
on liver fibrosis have been poorly studied. In this Thesis we have investigated whether 
IRS2 deficiency influences the hepatocellular stress responses of the liver triggered by 
cholestatic injury. For that goal, bile duct ligation (BDL) was performed in wild-type 
(WT) and IRS2-deficient (IRS2KO) female mice. Histological and biochemical analysis, 
inflammatory and fibrogenic responses were evaluated in livers from mice at 3, 7 and 
28 days following BDL. Although no differences between genotypes were found at 28 
days post-BDL, IRS2KO mice displayed less BDL-induced histological alterations in the 
liver, including hepatocyte damage and excess deposition of extracellular matrix 
components compared to WT mice at 3 and 7 days post-BDL. Surprisingly, no 
differences in total bile acid content accumulated after BDL were found, although the 
percentage of the different species of bile acid gathered in the gallbladder was different 
between genotypes. Moreover, hepatic expression of fibrogenic and proinflammatory 
markes was reduced in IRS2KO mice compared to WT animals after 3 and 7 days of 
the BDL. Interestingly, hemeoxygenase 1 expression, used as a maker of oxidative 
stress, was also down-regulated in livers lacking IRS2. Next, we explored whether 
activation of human hepatic stellate cells (HSC) LX2 induced by IGF1 is modulated by 
IRS2. Stable silencing of IRS2 significantly reduced IGF1 activation of LX2 since cells it 
preserved almost the same quiescent phenotype than untreated cells and showed a 
reduced expression of α-SMA and collagen 1. Indeed, IRS2 knockdown impaired the 
phosphorylation of ERK1/2 as well as the induction of MMP9 upon IGF1 challenge. 
Lastly, we delineate the role of IGF1R-ERK1/2-MMP9 axis in HSC activation. To 
achieve this, we pre-treated LX2 with IGF1 combined with PD98059, a well-known 
inhibitor of ERK1/2 activation. Under these conditions IGF1-mediated activation of LX2 
cells was abolished. Similar results were obtained upon IRS2 silencing. Lastly, the 
analysis of of the components of the IGF1/IGF1R system in the two genotypes of mice 
mice revealed that hepatic levels of IGF1R mRNA significantly increased while IRS 
mRNA levels decreased after BDL challenge. Moreover, the expression of MMP9 after 
BDL was higher in WT mice than in those animals lacking IRS2. Taken together, our 
results indicate that IRS2 contributes to the progression of cholestatic liver injury since 
its deficiency reduced both inflammatory and fibrogenic responses triggered by BDL, at 
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JNK Proteína quinasa c-Jun N-terminal 
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TGFβ Factor de crecimiento transformante β 
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TLR Receptores tipo Toll 
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1.1 El hígado y la vesícula biliar. 
1.1.1  Anatomía del hígado y la vesícula biliar  
El hígado y la vesícula biliar están situados en la parte superior derecha del abdomen 
y se conectan entre sí por medio de las vías biliares, conductos que desembocan en el 
duodeno, primer segmento del intestino delgado [1]. Aunque el hígado y la vesícula 
biliar comparten algunas funciones, estos órganos son muy distintos.  
Las células hepáticas producen la bilis, la cual circula por el interior de unos pequeños 
canales llamados canalículos biliares. Estos conductos se fusionan y forman canales 
cada vez más grandes hasta formar finalmente los conductos hepáticos derecho e 
izquierdo, que se unen para formar el conducto hepático común. Éste se une a un 
conducto conectado con la vesícula biliar, denominado conducto cístico, para formar el 
colédoco. El conducto pancreático se incorpora al colédoco un poco antes de entrar al 
intestino delgado en el esfínter de Oddi [2]. 
La bilis es almacenada en un órgano o compartimento llamado vesícula biliar. La 
vesícula biliar es un pequeño saco muscular de almacenamiento con forma de pera 
que contiene la bilis producida por el hígado [3]. La bilis es un líquido espeso y 
viscoso, de color amarillo verdoso. Se compone de sales biliares, electrolitos, 
pigmentos biliares, colesterol y otros lípidos [4].  
1.1.2  La función del hígado. 
El hígado es un órgano clave en la regulación del metabolismo. Entre las funciones 
más importantes de éste órgano se encuentran [5]: 
- Almacenamiento y liberación glucosa a la sangre dependiendo de las 
necesidades del organismo. 
- Almacenamiento grasas de los alimentos ingeridos. 
- Ensamblaje de lipoproteínas que transportan el colesterol y otros lípidos  a las 
células del organismo. 
- Síntesis colesterol y su utilización para fabricar sales biliares, siendo el 
responsable de la síntesis de casi la mitad del colesterol del organismo dado que el 
resto proviene de los alimentos ingeridos. 
- Almacenamiento de hierro y vitaminas A, B12 y D. 
- Síntesis de proteínas del plasma sanguíneo. 
- Transformación del amoníaco tóxico procedente de la descomposición de las 




- Descomposición de hormonas para su posterior eliminación. 
- Reciclaje de la hemoglobina de los glóbulos rojos envejecidos. 
- Metabolismo del alcohol y muchos fármacos para su eliminación por la orina. 
1.1.3  La función de la bilis. 
Las dos funciones principales de la bilis son facilitar la digestión de los nutrientes 
(lípidos, nutrientes y vitaminas) y eliminar del organismo ciertos productos de desecho, 
principalmente hemoglobina y exceso de colesterol [6]. 
Los ácidos biliares son moléculas de señalización y agentes inflamatorios capaces de 
activar receptores nucleares y rutas de señalización celular que controlan el 
metabolismo de los lípidos y la glucosa, entre otros metabolitos. La circulación 
enterohepática de los ácidos biliares tiene una función fisiológica muy relevante, no 
sólo en la inhibición de la propia síntesis de los ácidos biliares, sino también en el 
control de la homeostasis lipídica de todo el organismo [6]. 
1.1.4  Histología hepática.  
La organización celular del hígado se basa en la repetición de una estructura básica 
denominada lóbulo hepático. Estos lóbulos tienen forma de prisma hexagonal de 
aproximadamente 1 mm de diámetro. Cada hexágono está compuesto por triadas 
portales (ducto biliar, arteria hepática y vena porta hepática) que se localizan en cada 
extremo del prisma. Los hepatocitos se encuentran distribuidos en el interior del lóbulo 
alrededor de una vena central [5]. 
A nivel celular, el hígado está formado por un 80% de células parenquimales que son 
únicamente hepatocitos [7]. El restante 20% lo constituyen células no parenquimales 
(NPC) entre las que se encuentran las células de Kupffer, linfocitos de Pyt, células 
endoteliales del sinusoide y células estelares (HSC) [7]. 
Los hepatocitos se agrupan en láminas o hileras y forman un entramado complejo de 
forma parecida a una esponja. Entre las láminas de hepatocitos circulan los capilares 
sinusoidales donde se localizan las células de Kupffer y los linfocitos de Pyt que 
poseen un calibre pequeño. Entre el endotelio de los capilares y las láminas de 
hepatocitos existen unos espacios denominados espacios de Disse donde se 







Figura 1: Tipos celulares hepáticos y su localización. 
Tsutsui, H y col. Int J Mol Sci. 2014. [8] 
 
1.2  Los ácidos biliares: síntesis y enfermedades colestásicas. 
En los humanos, el conjunto de los ácidos biliares está formado ácidos biliares 
primarios (ácido cólico, CA, y ácido quenodesoxicólico, CDCA) y ácidos biliares 
secundarios (ácido desoxicólico, DCA, y ácido litocólico, LCA). Los ácidos biliares 
primarios son sintetizados exclusivamente en el hígado a partir del colesterol por dos 
vías fundamentales, la clásica y la alternativa. Los ácidos biliares secundarios son 
producidos en el intestino a partir de los ácidos biliares primarios por acción de la 
microbiota [9, 10]. La función principal de los ácidos biliares es emulsionar las grasas y 
las vitaminas liposolubles [11, 12]. 
1.2.1 Síntesis de ácidos biliares primarios. 
1.2.1.1 La vía clásica de síntesis de ácidos biliares primarios. 
Esta vía es la encargada de producir CA y CDCA en las mismas proporciones. El 
primer paso está catalizado por la enzima colesterol 7α-hidroxilasa que transforma el 
colesterol en 7α hidrocolesterol. Posteriormente, el 7α hidrocolesterol es convertido en 
el precursor común del CA y CDCA, 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona, por la acción de una 
deshidrogenasa (3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa). En el siguiente paso, el 7α-
hidroxi-4-colesten-3-ona es hidroxilado en el carbono 12 por la esteroide 12α 
hidroxilasa (CYP8B1) y modificado por otras enzimas para convertirse en ácido cólico 
(CA). Sin la acción de la CYP8B1, el 7α-hidroxi-4-colesten-3-ona es convertido en 




1.2.1.2 La vía alternativa de síntesis de ácidos biliares primarios. 
Esta vía alternativa fundamentalmente sintetiza CDCA. Los primeros dos pasos son 
catalizados por un enzima de la familia de las citocromo P450, concretamente la 
CYP27A1, que convierte el colesterol en 27-hidrocolesterol y ácido 3β, 7-dihidroxi-5 
colestenoico. Posteriormente, la enzima CYP7B1 cataliza la hidroxilación en el 
carbono 7 de estos dos intermediarios, que serán convertidos a CDCA por las mismas 
enzimas que en la vía clásica [15-18]. 
La única diferencia en la síntesis de ácidos biliares entre los humanos y los ratones es 
que en los ratones el CDCA se convierte en ácido α-muricólico y ácido β-muricólico 









Figura 2: Estructura y composición de ácidos biliares en humanos y 
ratones. 
Fickert, P y col. J Hepatol. 2017. [19] 
 
1.2.2 Síntesis de ácidos biliares secundarios. 
Después de la síntesis de los ácidos biliares primarios, estos se conjugan con taurina y 
glicina, se secretan a la bilis y se almacenan en la vesícula biliar. Después de la 
ingestión de los alimentos, los ácidos biliares se excretan al tracto intestinal [6, 12]. En 
humanos, al llegar al intestino estos ácidos biliares primarios son desconjugados y 
posteriormente deshidroxilados por la microbiota intestinal, convirtiendo el CA en ácido 
deoxicólico (DCA) y el CDCA en ácido litocólico (LCA) que constituyen los dos 




En ratones, el CDCA se convierte en ácido ursodeoxicólico (UDCA), el α-MCA en 
ácido hialocólico (HCA) y ácido murideoxicólico (MDCA) y el β-MCA en ω-MCA y en 
ácido hiodeoxicólico (HDCA) [6, 12]. 
Alrededor del 95% de los ácidos biliares son reabsorbidos por el íleon y transportados 
al hígado para inhibir la actividad de la CYP7A1 y, en consecuencia, la síntesis de 
ácidos biliares. La alteración en la síntesis de ácidos biliares, bien en su secreción o 
en su transporte, puede ocasionar patologías tales como colestasis hepática, 
enfermedades de la vesícula biliar como la colecistitis (inflamación de la vesícula biliar) 
o colelitiasis (producción de cálculos biliares), así como enfermedad de hígado graso, 
diabetes y obesidad [6, 12]. 
1.2.3 El papel de los ácidos biliares en el daño hepático 
La hidrofobicidad de los ácidos biliares es una característica que determina la toxicidad 
o protección de estos frente al daño hepático que se produce en las enfermedades 
colestásicas [20]. De hecho, dicha característica de los ácidos biliares viene marcada 
por el número, la posición y la orientación de los grupos hidroxilo, así como también 
por una amidación en el carbono 24 (C-24) de estos compuestos. Podemos ordenar 
estos compuestos en función de su hidrofobicidad de la siguiente manera 











Figura 3: Clasificación de los ácidos biliares con respecto a su 
hidrofobicidad. 





La retención de ácidos biliares hidrofóbicos en condiciones de patologías hepáticas, 
como por ejemplo en enfermedades colestásicas, participa de manera muy importante 
en el daño hepático induciendo la apoptosis y la necrosis de los hepatocitos [23]. Así, 
la retención y acumulación de CDCA y DCA dentro de los hepatocitos durante la 
colestasis es la principal causa de daño hepático en esta enfermedad. 
Experimentalmente, los ácidos biliares hidrofóbicos son capaces de producir daño en 
hepatocitos primarios [24], líneas celulares hepáticas [25] y en el hígado [26], pero los 
mecanismos implicados en este proceso todavía no están totalmente descritos. 
Este daño que se produce en las células parenquimales que ocurre en los primeros 
estadios del proceso colestásico puede ser el responsable de las respuestas 
inflamatorias y fibrogénicas de las células no parenquimales (NPC). Además, el daño 
en los hepatocitos aumenta la expresión de factores de crecimiento, citoquinas, 
quimioquinas y productos de la peroxidación lipídica, los cuales son capaces de 
aumentar la respuesta inflamatoria, estimular la fibrogénesis mediante la activación de 
las HSC o directamente dañar las células adyacentes [27].  
Los ácidos biliares son capaces de disgregar las membranas celulares gracias a su 
acción como detergentes actuando sobre sus componentes lipídicos, además de 
promover la producción de las especies reactivas del oxígeno (ROS) que son capaces 
de oxidar lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, y eventualmente causar apoptosis en 
los hepatocitos. Adicionalmente, estos compuestos son capaces de activar las células 
de Kupffer y generar ROS, lo cual contribuye al daño que se produce en el hígado [20]. 
1.2.4 Enfermedades colestásicas. 
Colestasis deriva del vocablo griego chole (bilis) y stasis (permanecer detenido) y se 
refiere a un grupo de enfermedades en las que el flujo biliar se interrumpe por 
alteraciones en la secreción o limitación del flujo de la bilis hacia el duodeno. Este 
término fue acuñado por el anátomo-patólogo Hans Pooper en 1956 [28].  
La alteración en la secreción biliar puede ser resultado de un defecto funcional en la 
formación de la bilis en el hepatocito, por una obstrucción en los conductos biliares 
microscópicos (colestasis intrahepática) o por una obstrucción en los conductos 
biliares macroscópicos (colestasis extrahepática). La mayoría de las enfermedades 
colestásicas son intrahepáticas [29, 30]. 
1.2.4.1 Enfermedades colestásicas intrahepáticas. 
Las dos enfermedades colestásicas más importantes y con más prevalencia son la 




enfermedades colestásicas intrahepáticas producidas por una obstrucción en los 
conductos biliares microscópicos [30]. 
 La cirrosis biliar primaria es una enfermedad crónica progresiva del hígado 
originada por una paulatina destrucción de los conductos biliares intrahepáticos como 
consecuencia de un infiltrado inflamatorio crónico, a veces granulomatoso, de los 
espacios porta situados alrededor de estos conductos biliares intrahepáticos. Aunque 
puede conducir lentamente a una cirrosis hepática, no todos los pacientes la 
desarrollan. Su causa es desconocida [31, 32]. La lesión se inicia alrededor de los 
conductillos biliares intrahepáticos de pequeño y mediano calibre, lo que produce la 
obstrucción del flujo biliar [31, 32]. 
 La colangitis esclerosante primaria es una enfermedad hepática crónica 
caracterizada por la presencia en todo el árbol biliar de pequeñas estenosis que 
alternan con dilataciones. Consiste en una inflamación crónica de los conductos 
biliares (colangitis) desde los microscópicos que están en el interior del hígado hasta el 
resto de los grandes conductos que drenan la bilis en el duodeno. Esta inflamación 
crónica produce una cicatrización con fibrosis de estos conductos que quedan rígidos 
(esclerosante) y con zonas de obstrucción y dilatación segmentaria [31, 32]. 
1.2.4.2 Enfermedades colestásicas secundarias o extrahepáticas. 
Dentro de las colestásis extrahepáticas, que producen un bloqueo en el ducto biliar, se 
encuentran gran cantidad de tumores, así como infecciones por parásitos y otras 
causas como por ejemplo la pancreatitis crónica, en la que la cabeza del páncreas 
puede comprimir el conducto biliar [31, 32]. 
1.3 La inflamación durante proceso fibrogénico en el hígado. 
En el caso concreto del hígado, cabe destacar que antes de que se desarrolle el 
proceso fibrogénico, tiene lugar un proceso inflamatorio con el fin de compensar y 
resolver el daño que se ha producido. Cuando esta inflamación no puede ser resuelta 
porque el daño no remite, el proceso inflamatorio desencadena el proceso fibrogénico 
[33-35]. 
Las células de Kupffer juegan un papel central en la inflamación hepática. Tal como se 
ha señalado anteriormente, estas son los macrófagos residentes en el hígado, los 
cuales se sitúan en el sinusoide hepático y forman aproximadamente el 30% de las 
células del sinusoide [36]. En respuesta al daño en el hepatocito por los ácidos 
biliares, las células de Kupffer reconocen estas señales daño a través de los TLRs, 
receptores tipo Toll, que forman parte del sistema inmunitario innato. A continuación, 




proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFα), la interleuquina (IL) 1β, y 
la IL6 entre otras [37]. Tras su activación, las células de Kupffer también expresan el 
factor de crecimiento transformante β1 (TGFβ1),  el cual activa las HSC, responsables 
últimas del desencadenamiento del proceso fibrogénico en el hígado [35].  
En el proceso inflamatorio previo al desencadenamiento de la fibrosis, además de la 
activación de los macrófagos residentes, se produce un reclutamiento de macrófagos 
de médula ósea, los cuales son un factor clave en el desarrollo del proceso 
inflamatorio crónico y agudo en el hígado [35]. Tradicionalmente, los macrófagos se se 
clasifican de acuerdo con 3 fenotipos en proinflamatorios (M1), reparadores (M2) e 
inmunosupresores [38]. Los macrófagos M1 se activan en respuesta al interferón 
gamma (IFNγ), lipopolisacárido bacteriano (LPS) y TNFα, y son capaces de expresar 
citoquinas proinflamatorias como TNFα, IL6 e IL1, las cuales están implicadas en la 
inflamación crónica del hígado. Los macrófagos M2 se activan por las citoquinas IL4, 
IL10 e IL13, entre otras, y son capaces de producir IL10, TGFβ, PDGF y EGF, las 
cuales tienen efectos antiinflamatorios y promueven la cicatrización y reparación del 
daño producido [38, 39]. Los macrófagos reclutados de médula ósea, presentan un 
fenotipo distinto de la clasificación M1/M2 siendo capaces de incrementar la expresión 
de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), factores de crecimiento y 
genes relacionados con la fagocitosis, incluyendo la MMP9 y MMP12, el factor de 
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF1) y la glicoproteína transmembrana NMB 
(Gpnmb). Estos macrófagos son los responsables de la remodelación del tejido 
hepático dañado [40].  
Además de la acción de las células de Kupffer y de los macrófagos reclutados, en el 
proceso inflamatorio previo al desencadenamiento del proceso fibrogénico actúan 
neutrófilos [41] y linfocitos T [42]. 
1.4 Activación de las HSC y su relación con las enfermedades colestásicas. 
En casos de enfermedades colestásicas que cursan con daño en los hepatocitos, se 
produce la acumulación de los ácidos biliares seguida de la activación del sistema 
inmune innato, y la inflamación resultante conduce al desencadenamiento del proceso 
fibrogénico mediado por la activación de las HSC. Estas células se activan al aumentar 
la expresión de TGFβ1 en el tejido hepático tras el daño mediado por los ácidos 
biliares, produciéndose la secreción y deposición de la matriz extracelular (ECM) [35]. 
Las HSC se encuentran en estado quiescente en un hígado sano y se localizan en el 
espacio de Disse que es un espacio perisinusoidal situado entre una capa de 
hepatocitos y el sinusoide hepático. Las HSC quiescentes son capaces de almacenar 




todo el organismo [43]. La activación y diferenciación de las HSC en miofibroblastos 
está caracterizada por la disminución de este almacenamiento de Vitamina A [44]. Las 
HSC activadas son la principal fuente de producción de ECM en el proceso fibrogénico 
y también contribuyen al inicio del proceso inflamatorio, así como a la secreción de 
citoquinas proinflamatorias [35]. Los principales marcadores de activación de las HSC 
son el colágeno tipo I (COL1) y la alfa actina del músculo liso (αSMA), ambos 
aumentados siempre en procesos colestásicos [45]. Por otro lado, cabe destacar el 
papel del inhibidor del activador del pasminógeno 1 (PAI1) implicado en la activación 
del proceso fibrogénico, el cual siempre se encuentra elevado en patologías que 
cursan con daño hepático como el daño colestático [46]. 
1.5 La regulación de la matriz extracelular por las metaloproteinasas de la 
matriz extracelular (MMP) y su relación con el proceso fibrogénico. 
Las MMP son las enzimas encargadas de la degradación de la matriz extracelular. 
Estas enzimas se expresan basalmente en todos los tejidos puesto que controlan la 
homeostasis de la ECM, manteniendo un equilibrio entre la síntesis de las fibras de 
colágeno y su degradación. Además de regular la remodelación de la ECM, las MMP 
están implicadas en la regulación de la respuesta inmune [47-51]. 
La familia de las MMP está formada por 24 endopeptidasas dependientes de Zinc que 
son capaces de degradar los componentes de la ECM [52]. Estas MMP se encuentran 
agrupadas en 5 grupos dependiendo del sustrato sobre el que actúan: colagenasas, 
gelatinasas, de membrana, estromelisinas y matrilisinas [53]. Además, tal como se ha 
indicado anteriormente, las MMP pueden actuar sobre otros sustratos que no sean 
componentes de la ECM como citoquinas y quimioquinas teniendo una función 
reguladora sobre la respuesta inmune e inflamatoria [54].  
La regulación de la expresión de estas enzimas se produce a nivel transcripcional, a 
nivel postranscripcional y a nivel proteico [55], siendo los principales reguladores las 
proteínas TIMP.  A día de hoy se conocen por lo menos cuatro tipos diferentes de 
proteínas TIMP (TIMP 1-4) que son capaces de unirse de manera reversible a las 
MMP. Las alteraciones en el balance MMP-TIMP se correlacionan con gran cantidad 
de procesos patológicos que se caracterizan por la disrupción de las membranas 
basales conduciendo a la invasión tumoral, angiogénesis y cicatrización y reparación 
de tejidos [52-55].  
1.5.1 Las MMP en el hígado sano. 
Las principales proteínas que forman parte de la matriz extracelular son el colágeno I, 




aumentar o disminuir dependiendo del balance entre la síntesis de nuevas proteínas 
de la ECM y su degradación proteolítica por las MMP. En el hígado humano adulto la 
reposición de la ECM es muy moderada lo que se correlaciona con una baja expresión 
de MMP entre las que se encuentran MMP1, MMP2, MMP3, MMP11 y MMP13 [48-51]. 
1.5.2 Las MMP en patologías hepáticas. 
En respuesta a distintos tipos de daño, entre los que se incluye el daño colestásico, el 
hígado puede sufrir una descompensación en la homeostasis de la ECM. Cuando se 
produce un daño agudo, los cambios que se producen en la ECM serán transitorios y 
la arquitectura del hígado completamente restaurada. En un daño crónico, la respuesta 
inmune persiste y se produce la acumulación de las proteínas de la ECM, siendo esto 
debido a que las MMP no son capaces de degradar dichos acúmulos proteicos y, de 
esta manera, progresivamente el parénquima hepático comienza a ser reemplazado 
por cicatrices de tejido fibrótico [47, 58].  
Entre las MMP más importantes que se expresan en el proceso fibrogénico se 
encuentra la MMP9, capaz de liberar el TGFβ1 de su reservorio en la ECM y activarlo 
[59-61]. Además, la MMP9 es capaz de promover la apoptosis de las HSC en 
presencia de los bajos niveles de TIMP1 en el proceso fibrogénico [60]. Por otra parte,  
se ha descrito que la MMP2 participa en la resolución del proceso fibrogénico 
inhibiendo la expresión de colágeno tipo 1 en vez de aumentar su degradación [62, 
63]. 
En lo referente a los inhibidores de las MMP se ha demostrado que tanto TIMP1 como 
TIMP2 se encuentran sobreexpresados en hígados fibróticos de ratón después del 
tratamiento con tetracloruro de carbono (CCl4) o de una ligadura del ducto biliar (BDL), 
siendo ambos modelos experimentales preclínicos de fibrosis hepática [64]. Así, la 
sobreexpresión de TIMP1 y TIMP2 conduce a una excesiva acumulación de 
componentes de la ECM puesto impiden que las MMP ejecuten su función principal 
[65]. 
1.6 Papel de los sustratos del receptor de la insulina (IRS) como mediadores 
clave de la ruta de señalización de la insulina/factor de crecimiento similar a la 
insulina 1 (IGF1). 
Los receptores de insulina (IR) e IGF1 (IGF1R) pertenecen a la superfamilia de 
receptores con actividad tirosina quinasa [86, 87]. Tras la unión de sus respectivos 
ligandos, la actividad enzimática íntrínseca induce la fosforilación de unas proteínas 
conocidas como “embarcadero” ya que son capaces de interaccionar con múltiples 




que constituyen una herramienta de integración para generar una respuesta celular 
coordinada. Así, la mayor parte de las vías de señalización intracelular mediadas por 
ambos receptores se inician alrededor de complejos multiproteicos que están unidos a 
los residuos fosfotirosina en las proteínas embarcadero. Entre éstas se incluyen los 
sustratos del receptor de la insulina (IRS), así como otras moléculas como SHC, 
SHB2, GAB1/2, y CBL, entre otros [67-73]. Aunque todos los sustratos del IR/IGF1R 
participan en la cascada de señalización, las proteínas IRS son los sustratos clave que 
median el crecimiento somático del organismo y el metabolismo de los carbohidratos y 
lípidos  [74]. 
Se han identificado hasta un total de 11 proteínas IRS. En humanos y ratones existen 
3 proteínas IRS fundamentales;  IRS1 e IRS2 que se expresan en todas las células del 
organismo, y el IRS4 que se expresa en timo, cerebro, riñón y células β pancreáticas 
[75]. En roedores también se expresa el IRS3 aunque se restringe al tejido adiposo y 
su función es similar a la del IRS1 [76]. 
Todas las proteínas IRS se caracterizan por contener un dominio con homología a 
pleckstrina (dominio PH) y otro dominio de unión a residuos fosfotirosina (dominio 
PTB), ambos dominios localizados en extremo amino terminal (N terminal) (Figura 6) y 
que proporcionan a los IRS una gran afinidad por el IR/GF1R activo [77, 78]. En la 
región central y en el extremo carboxilo terminal (C terminal) los IRS contienen 
alrededor de 20 residuos tirosina que se encuentran en una secuencia consenso 
YMXM y son susceptibles de ser fosforilados por la actividad quinasa del IR/IGF1R. 
Así, tras la activación del IR/IGF1R tiene lugar la fosforilación en tirosina de dichos 
residuos de manera que estos dominios fosfotirosina se unirán a proteínas 
intracelulares que contienen en su secuencia dominios de homología SH2 (dominios 
de homología al protooncogén Src) [79]. 
1.6.1 El IRS1 
El IRS1 fue el primer miembro de la familia en identificarse en células de hepatoma de 
rata en el año 1985 y en un principio denominó pp185 [80], pero no fue hasta el año 
1991 cuando se clonó el gen Irs1 de rata [81]. Dentro de la estructura del ADNc del 
gen Irs1 cabe destacar que la lectura comienza en una secuencia consenso tipo Kozac 
en el nucleótido 589 y termina en el primer codón de parada en el nucleótido 4293. 
Este gen, además, presenta una amplia región 5’ no codificante. Dentro del marco de 
lectura se encuentran 55 residuos aminoacídicos serina y treonina susceptibles de 
fosforilación, además de los residuos tirosina mencionados anteriormente. En la 
especie humana gel IRS1 se localiza en el cromosoma 2q36-37 y comprende un único 




La proteína IRS1 tiene un peso molecular de 131 KDa pero debido a la cantidad de 
sitios potenciales de fosforilación y a su compleja estructura secundaria su migración 
electroforética se encuentra en torno a los 180 KDa en geles de SDS-PAGE. En su 
estructura, en el extremo N terminal se encuentra el dominio PH [84] por el cual se une 
a proteínas acidificadas [85] y a los fosfoinositidos fosfatidilinositol (PI) 3,4 difosfato 
(PI(3,4)P2) y PI 3,4,5 trifosfato (PI(3,4,5)P3) [86], todos ellos localizados en la 
membrana plasmática. A continuación, se encuentra el dominio PTB que comprende 
los aminoácidos 144-316. Este dominio PBT tiene gran homología con el de otras 
proteínas embarcadero como SHC e IRS2. Mediante este dominio, el IRS1 se une 
directamente a la tirosina 960 del IR proporcionando una unión más fuerte de la que se 
consigue sólo con el dominio PH [87].  
Por último, en el extremo C terminal, el IRS1 contiene al menos 21 residuos tirosina 
susceptibles de fosforilación por la actividad tirosina quinasa del IR/IGF1R activado. 
Los sitios de fosforilación cumplen dos funciones principales, por una parte son el 
sustrato de la acción catalítica del IR y por otra, tal como se ha mencionado, son 
reconocidos por los dominios SH2 de proteínas que propagan la señal de la insulina 
[88].  
1.6.2 El IRS2. 
El IRS2 fue el segundo substrato del IR/IGF1R en ser identificado en el año 1995 [89, 
90]. Al principio se le consideró un substrato del receptor de la citoquina IL4 [91]. Sin 
embargo, se encontró que el IRS2 era la proteína embarcadero que mediaba la 
señalización de la insulina en el hígado y en el músculo esquelético de los ratones 
deficientes en el gen Irs1 y se confirmó su función fisiológica en la acción de la insulina 
[89, 90].  
El gen IRS2 en la especie humana está organizado en dos exones y un intrón. El 
primer exón, con un tamaño de 4,5 kb, contiene la secuencia de la región 5’ no 
traducida y codifica para toda la proteína excepto para los dos últimos nucleótidos. A 
continuación se sitúa el intrón con un tamaño de 4,2 kb y finalmente se encuentra el 
último exón que codifica para los dos últimos nucleótidos de la proteína y contiene la 
secuencia 3’ no traducida [92]. En humanos el gen IRS2 se encuentra en el 
cromosoma 13 y en ratones el gen del Irs2 se localiza en el cromosoma 8 y tiene la 
misma organización que el gen humano [93]. El clonaje del ADNc aportó muchos 
datos relevantes sobre la estructura de la proteína IRS2 [94]. En ratón tiene un peso 
molecular de 145 kDa y su estructura presenta una gran homología con el IRS1 
(Figura 4). El dominio PH del IRS2 se encuentra entre los aminoácidos 30-159 y el 




gran homología con los dominios correspondientes del IRS1 (69% y 75% 
respectivamente).  Además, el IRS2 presenta un dominio exclusivo denominado KRLB 
que se une al dominio regulador del IR [95]. En la región C terminal el IRS2 también 
contiene varios residuos de tirosina susceptibles de fosforilación dentro de las 
secuencias aminoacídicas conservadas de la familia de los IRSs.  Entre los residuos 
de tirosina más relevantes se encuentran la Y649MPM e Y969MNL que se localizan en 
secuencias consenso de unión a la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3 quinasa 
(PI3K). Por otro lado, la tirosina Y911INI se encuentra en una secuencia de unión a Grb-
2 y las tirosinas Y1242IAI e Y1303ASI se encuentran en unas secuencias de unión a otras 
proteínas con dominios SH2 [93, 96, 97].  
La estructura del IRS2 contiene también varios residuos de aminoácidos serina o 
treonina que pueden fosforilados por diversas quinasas intracelulares y que 
constituyen un mecanismo de modulación negativa de la función del IRS2 [98]. 
Paradójicamente, para que la fosforilación del IRS2 por el IR en residuos de tirosina 
sea óptima, el IRS2 debe tener un estado basal mínimo de fosforilación en residuos 
serina y treonina [99]. Por tanto, este balance en la fosforilaciones del IRS2 es 









Figura 4: Estructura de los sustratos del receptor de la insulina. 
Taniguchi, C.M y col. Nat Rev Mol Cell Biol. 2006. [79] 
 
1.6.3 La ruta de la señalización de la insulina/IGF1 en el hígado. 
Tras la fosforilación del IRS1 e IRS2 mayoritariamente por parte del IR, divergen dos 
vías de señalización fundamentales que median la señalización de la insulina en el 
hígado: la vía de la PI3K-AKT, la cual es responsable de la mayor parte de las 




(MAPK), a través de la cual se pueden expresar diversos genes y además coopera 
con la vía PI3K para controlar el crecimiento y la diferenciación celular [101].  
1.6.3.1 La señalización de insulina vía PI3K/AKT. 
La principal vía de señalización que une a los IRS con las acciones metabólicas de la 
insulina es la vía de señalización mediada por la PI3K/AKT (también denominada 
PKB). La PI3K contiene una subunidad reguladora y una subunidad catalítica. Dentro 
de la subunidad catalítica existen hasta 3 isoformas distintas (p110α, p110β, p110γ) y 
dentro de la subunidad reguladora existen hasta 5 isoformas (p85α, p55α, p50α, p85β 
y p55γ). Por tanto, la combinación entre las distintas isoformas de subunidades 
reguladoras y subunidades catalíticas dará lugar a los diferentes heterodímeros de la 
PI3K [79, 102]. El reclutamiento y la activación de la PI3K depende de la unión de los 
dominios SH2 de la subunidad reguladora a las tirosinas fosforiladas presentes en los 
IRSs tras la activación del IR por el efecto de la insulina [103, 104]. Esta unión provoca 
la activación de la subunidad catalítica, la cual es capaz de fosforilar al PI (4,5) P2 que 
se encuentra en la membrana plasmática para generar el segundo mensajero lipídico 
PI (3,4,5) P3 también denominado PIP3. Además, otras proteínas con dominios SH2 
localizadas en las inmediaciones del PIP3 pueden unirse al mismo y propagar la 
cascada de señalización. Dentro de todas éstas la más relevante para regular las 
acciones insulínicas es la proteína quinasa dependiente de fosfoinosítidos 1 (PDK1) 
responsable de la activación de la proteína quinasa AKT/PKB y de isoformas atípicas 
de la familia de la proteína quinasa C. Así, la PDK1 fosforila a AKT/PKB en el residuo 
treonina 308 [105] y a PKCς en el residuo treonina 410 [106] aumentando la actividad 
de estas quinasas. Sin embargo, para la activación completa de AKT/PKB es 
necesaria la fosforilación en el residuo serina 473 por el complejo mTORC2 (Figura 7) 
[79]. 
AKT/PKB media la mayor parte de los efectos metabólicos de la insulina a través de la 
fosforilación de numerosos sustratos, incluyendo otras quinasas, proteínas de 
señalización y factores de transcripción [79]. Las dos funciones principales de esta ruta 
de señalización en el hígado son la síntesis de glucógeno y la gluconeogénesis.  
 La síntesis de glucógeno es un proceso que se realiza en el hígado, y está 
mediado por la GSK3β. Cuando aumenta la ingesta, la señalización de la insulina se 
activa y AKT/PKB fosforila a GSK3β en los residuos serina 9 y 21 siendo estas 
fosforilaciones inactivantes. En consecuencia, la glucógeno sintasa pierda la 
regulación negativa por parte de GSK3 y se activa la síntesis de glucógeno [107].  
 La gluconeogénesis se define como la síntesis de novo de glucosa. La ruta 




FOXO1 en el hígado. La familia de las proteínas FOX está compuesta por más de 100 
factores de transcripción y muchos de ellos son cruciales en la acción de la insulina 
[108]. FOXO1 en el hígado es un factor de transcripción capaz de activar la expresión 
de genes gluconeogénicos [109]. La insulina es capaz de revertir estos efectos a 
través de AKT/PKB la cual fosforila a FOXO1 en el residuo serina 256  lo que resulta 
en la exclusión nuclear de FOXO1 y, por tanto, en la inhibición de genes clave de la 
gluconeogénesis [108].  
Aunque la señalización de la insulina en el hígado está mediada por IRS1 y por IRS2, 
como se indicará más adelante, los estudios en ratones genéticamente modificados 
para ambos IRS revelaron el papel crucial del IRS2 en este tejido. 
1.6.3.2 La señalización de insulina vía Ras/MAPK. 
Esta cascada se inicia tras la unión de Grb-2, una proteína de localización citosólica 
que contiene un dominio SH2 que le permite unirse a IRS1, IRS2 y SHC, y dos 
dominios SH3 a través de los cuales se une a la proteína intercambiadora de 
nucleótidos de guanina, SoS. De esta manera, Grb-2 constituye el enlace entre los 
receptores tirosina quinasa y la cascada de las  MAPK [110]. SoS as su vez activa a la 
proteína Ras mediante el recambio de GTP por GDP [111]. La activación de Ras 
induce la traslocación a la membrana y la activación de la serina/treonina quinasa Raf-
1, la cual es una MAPKKK que actúa fosforilando a las MAPK quinasas MEK1 y MEK2 
[112-114]. Una vez activadas, las MEK fosforilan y activan a la p42/p44 MAPK 
(también denominadas ERK1/2) en un residuo treonina 183 y un residuo tirosina 185 
[115]. En su estado activo las p42/p44 MAPK se traslocan al núcleo donde fosforilan 
una gran variedad de factores de transcripción que regulan la expresión génica y la 








Figura 5: Ruta de señalización de la insulina/IGF1. 




1.7 Modelos animales deficientes en IRS1 e IRS2. 
La oportunidad de estudiar el papel específico del IRS1 e IRS2 en las acciones 
mediadas por la insulina y el IGF1 surgió con la generación de los ratones deficientes 
para cada gen.  
1.7.1 El ratón deficiente en IRS1 (IRS1KO). 
Los ratones IRS1KO se generaron en paralelo por dos grupos de investigación 
independientes que obtuvieron resultados similares [120, 121]. Dichos ratones son 
viables aunque presenta un retraso en el crecimiento del 40-50%. En respecto a su 
estado metabólico, presentan normoglucemia en ayuno, hiperinsulinemia y una 
resistencia moderada a la acción de la insulina, del IGF1 y del IGF2, características 
típicas del síndrome metabólico, ya que además cursan con hipertrigliceridemia, 
hipertensión y una menor capacidad de relajación del endotelio vascular. Otro defecto 
observado en estos ratones es una osteopenia severa [122]. En estudios posteriores, 
se descubrió que los niveles de insulina requeridos por el ratón IRS1KO se mantenían 
gracias al mayor tamaño de sus islotes pancreáticos en un proceso que se conoce 
como β compensación y que está mediado por el IGF1 [123]. En el hígado, la 
activación de la PI3K en los ratones IRS1KO era similar a la de los controles de 
genotipo salvaje ya que esta compensación era debida a la presencia del IRS2 [124, 
125]. Además, la señalización de insulina en el músculo esquelético del ratón IRS1KO 
estaba afectada de manera negativa en cuanto a la síntesis de proteínas. Sin 
embargo, en otras funciones del músculo esquelético como el transporte de glucosa 
existen datos contradictorios de disminución o de compensación por parte del IRS2 
[124-126]. 
1.7.2 El ratón deficiente en IRS2 (IRS2KO). 
El ratón deficiente en el gen Irs2 se generó en el laboratorio de M. White y se publicó 
en 1998 [127]. Para ello, se inactivó dicho gen por recombinación homóloga siguiendo 
el esquema de la Figura 6. Una vez establecida la colonia, se mantuvo en un fondo 








Figura 6: Vector recombinante para el silenciamiento de IRS2. 
Whiters DJ y col. Nature, 1998. [127] 
 
La pérdida del gen Irs2, a diferencia del Irs1, tiene un impacto menor en el crecimiento 
de los ratones puesto que solamente se observa un retraso del 10%. Sin embargo, 
otros órganos como los ovarios en las hembras y el cerebro en los machos presentan 
un tamaño más pequeño en comparación con los ratones de genotipo salvaje o 
IRS1KO [128, 129]. Los estudios metabólicos han revelado que los ratones IRS2KO 
tienen moderadamente alterada la homeostasis glucídica en la juventud que se 
convierte en severa con la madurez del animal. A las 6 semanas, los machos IRS2KO 
presentan resistencia a la insulina y una hiperinsulinemia más acusada que en las 
hembras. Este cuadro metabólico progresa y conduce a una diabetes severa con la 
muerte de los animales macho a las 10-14 semanas de edad. A nivel tisular estos 
ratones presentaban una resistencia a la insulina en el hígado debido a la falta de los 
mecanismos compensatorios por parte del IRS1 sobre la actividad de la PI3K que es 
necesaria para inhibir la gluconeogénesis e inducir la síntesis de glucógeno en 
respuesta a la insulina [130, 131]. Así mismo, nuestro grupo de investigación demostró 
que la falta de IRS2 aumentaba el grado de apoptosis en los hepatocitos ante la 
retirada de suero [132]. Por otro lado, en relación con el músculo esquelético, mientras 
que un estudio ha señalado que la deficiencia en el gen Irs2 en este tejido se 
compensaba por la señalización vía IRS1 [133], resultados de nuestro laboratorio 
demostraron una resistencia a la insulina a nivel muscular [134]. Por otra parte, la 
resistencia a la insulina hepática y/o muscular de los ratones IRS2KO no puede ser 
compensada por una mayor producción de esta hormona por parte de los islotes 
pancreáticos como ocurre en el ratón IRS1KO ya  que la masa de células β 
pancreáticas es menor que en los ratones de fenotipo salvaje o IRS1KO [135]. Esto es 
debido al papel esencial del IRS2 en la señalización del IGF1 que controla la 
proliferación de las células beta pancreáticas [74, 136]. 
Posteriormente se dilucidó a nivel molecular la causa de la falta de compensación por 
parte del IRS1 sobre la señalización de la insulina en el hígado de los ratones 
IRS2KO. Estos estudios revelaron un papel clave de la proteína tirosina fosfatasa 1B 




de la vía de señalización de la insulina/IGF1. La PTP1B defosforila al IR y al IGF1R 
activos deteniendo la cascada de señalización de ambas moléculas [137]. 
Curiosamente, la PTP1B se encontraba aumentada en los hígados de los ratones 
IRS2KO debido a una modulación transcripcional positiva debida a la hiperglucemia 
[138]. De esta manera, al generar el ratón deficiente en IRS2 y PTP1B se restauró la 
señalización de la insulina en el hígado mediada por la ruta alternativa 
IRS1/PI3K/AKT/FOXO1, así como los defectos en la proliferación de las células β 
pancreáticas. Además, el tratamiento de los animales IRS2KO con resveratrol, un 
potente antioxidante, mostró los mismos resultados que los obtenidos en el ratón doble 
nulo en relación con los efectos en el hígado puesto que dicho tratamiento disminuía 
los niveles y actividad de la PTP1B en este tejido [134, 139]. 
El análisis metabólico y reproductivo de las hembras IRS2KO fue llevado a cabo por 
Burks  y col. [128]. Este estudio reveló que las hembras IRS2KO eran estériles debido 
en parte al tamaño reducido de los ovarios, lo que producía un menor número de 
folículos y un córtex mucho más delgado en relación a las hembras de genotipo 
salvaje. Las hembras IRS2KO también presentaban anovulación y una reducción en el 
estroma de los ovarios unido a una pérdida casi total del cuerpo lúteo. Además de 
todas estas alteraciones, los niveles de hormona luteinizante eran muy bajos lo que 
sugería defectos en la producción o secreción de esta hormona que controla la 
maduración de los folículos, la ovulación, la iniciación del cuerpo lúteo y la secreción 
de progesterona. Por tanto, este trabajo aportaba datos muy novedosos en cuanto a la 
relación de la regulación endocrina de los ovarios y las proteínas IRS. En este mismo 
estudio, a nivel metabólico se encontró que las hembras IRS2KO presentaban un 
fenotipo mucho más moderado que los machos ya que no desarrollaban una severa 
diabetes. Sin embargo, hembras IRS2KO ingerían un 30% más de pienso que las 
hembras controles que se reflejaba en un 20% de aumento en el peso corporal y en la 
cantidad tejido adiposo. La medida de los niveles circulantes de leptina reveló niveles 
significativamente aumentados lo que sugería una resistencia a la leptina que se 
manifestaba a nivel molecular por una atenuada la señalización de la leptina en el 
hipotálamo mediada por el factor de transcripción STAT3.  
1.7.3 Fenotipo de los ratones deficientes en IRS1 o IRS2 de manera específica en el 
hígado (L-IRS1KO o L-IRS2KO). 
 En condiciones fisiológicas la vía de señalización de la insulina en el hígado conduce 
a la supresión de la gluconeogénesis y promueve la lipogénesis. Los ratones con 
deficiencia de IRS1 y/o IRS2 específicos de hígado (L-IRS1KO e L-IRS2KO, 
respectivamente), generados en 2008 por Dong y col [140], y en el año 2000 por 




molecular la “resistencia selectiva” a la insulina que ocurre en el tejido hepático 
durante la T2DM que viene determinada por la supresión de la gluconeogénesis unida, 
paradójicamente, a una exacerbada lipogénesis. Tras alimentar a dichos ratones con 
una dieta rica en grasa se encontró que los ratones L-IRS2KO desarrollaban una 
esteatosis hepática de mayor grado que los correspondientes controles y los ratones 
L-IRS1KO, lo que revelaba una resistencia selectiva a la insulina en ausencia de IRS2 
a nivel hepático. Estos resultados confirmaban estudios pioneros de Brown and 
Goldstein donde describían la “resistencia selectiva” a la insulina en situaciones de 
baja expresión de IRS2 y niveles fisiológicos de IRS1 [141].  
Un estudio posterior ha revelado también diferencias en la señalización de la insulina 
vía IRS1 o IRS2 en dos regiones hepáticas; la zona periportal (PP) donde se produce 
la gluconeogénesis, y la zona perivascular (PV) donde se lleva a cabo la lipogénesis. 
Este trabajo mostraba que en los animales de genotipo salvaje sometidos a dieta 
grasa la expresión de IRS2 estaba disminuida significativamente en ambas zonas, 
mientras que la expresión de IRS1 permanecía intacta y, de hecho, era dos veces 
superior en la zona PV que en la zona PP. Esto concurría con una señalización de la 
insulina defectuosa en la zona PP, debida a la hiperinsulinemia que genera la dieta 
grasa y, en paralelo, con una señalización insulínica exacerbada en la zona PV, lo que 
se asociaba con una mayor esteatosis hepática [142]. Además, en los ratones L-
IRS2KO sometidos a una dieta grasa se observó una mayor deficiencia en la 
señalización de la insulina en la zona PP, a pesar de que la expresión de IRS1 
permanecía intacta, lo que resultaba en un fallo en la supresión de la gluconeogénesis 
que conducía a hiperglicemia. Sin embargo, en la zona PV de estos ratones L-
IRS2KO, donde la expresión del IRS1 es predominante, la señalización de la insulina 
se encontraba exacerbada lo que resultaba en un acelerado desarrollo de esteatosis 
hepática. Por otro lado, se vio que al delecionar el gen Irs1 específicamente en el 
hígado y al someter a los ratones a una dieta rica en grasa que como se ha señalado 
causa una bajada de IRS2 debida a la hiperinsulinemia, se produce un fallo en la vía 
de señalización de la insulina en ambas zonas PP y PV, lo que conllevaba a una 
hiperglicemia y una supresión del desarrollo de esteatosis hepática. Todos estos datos 
sugieren que la distribución diferencial del IRS1 e IRS2 y la alteración de su expresión 
en las distintas zonas del hígado juega un papel muy importante en el desarrollo de la 
“resistencia selectiva a la insulina” en estados de obesidad y DMT2 [142].  
Finalmente cabe señalar que la metformina es un potente agente hipoglicémico que ha 
sido usado durante décadas para tratar la DMT2 [143]. Un estudio llevado a cabo por 




resistencia a la insulina asociada a esteatohepatitis no alcohólica (NASH) y cirrosis y 
su relación con el IRS2. Estos autores demostraron que la metformina disminuía el 
daño hepático en ratas con NASH y cirrosis y también atenuaba el estrés oxidativo 
hepático además de disminuir la intolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina. 
A nivel molecular, la metformina aumentaba la expresión hepática del IR además de 
aumentar su fosforilación, y la fosforilación y activación del IRS2 y de AKT, lo que 
resalta la importancia del IRS2 como una posible diana terapéutica en enfermedades 

























Considerando por un lado que el daño colestásico en el hígado está asociado al 
desarrollo del proceso fibrótico y, por otro, que el IRS2 es un modulador de las rutas 
del metabolismo glucídico y lipídico en este tejido, el principal objetivo de esta Tesis 
Doctoral ha sido el dilucidar el impacto de la deficiencia del gen Irs2 en ratón en la 
aparición y desarrollo del proceso fibrótico asociado al daño biliar.  
 
Hemos planteado dos objetivos específicos: 
1. Caracterización del proceso fibrótico asociado a colestasis biliar en un modelo 
murino deficiente en el gen Irs2 e identificación de las dianas clave que resultan 
afectadas en este modelo.  
2. Estudio mecanístico de la ruta de señalización que conlleva a la activación de las 
células estelares hepáticas inducida por el IGF1. Evaluación del papel del IRS2 en 
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3.1 Colonia de ratones deficientes en el gen Irs2 
La colonia de ratones modificados genéticamente, en el fondo genético mixto C57/Bl6 
x 129sv se encuentra establecida en el animalario del IIBm Alberto Sols. Originalmente 
los animales se adquirieron a “The Jackson Laboratory” y se ha mantenido según las 
condiciones de estabulación descritas en González Rodríguez y col. [139]. La 
experimentación animal de esta Tesis ha sido aprobada por los Comités de Bioética 
del IIBm Alberto Sols y del CSIC, así como por la Comunidad de Madrid (Consejería 
de Medio Ambiente, Administración Local y Ordenación del Territorio). 
3.1.1 Genotipado de la colonia de ratones deficientes en el gen Irs2. 
El genotipado de los ratones se ha realizado mediante la técnica de la reacción de la 
polimerasa en cadena (PCR) a partir de una pequeña muestra tomada de la oreja la 
cual se extrae en el marcaje de los mismos. 
 Aislamiento del ADN genómico.  
La muestra de oreja se deposita en un tubo eppendorf. 
- Se añaden 300 µl de NaOH 25 mM y se calienta a 95ºC durante 10 minutos. 
- Se deja atemperar durante 10 minutos. 
- Se añaden 150 µl de Tris HCl 1M pH 8 para neutralizar el pH.  
- Se centrifuga a 12000 rpm durante 10 minutos. 
En el sobrenadante se encuentra el DNA genómico extraído. 
 Análisis mediante PCR. 
La reacción PCR es una reacción enzimática que amplifica millones de veces una 
secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia 
diana es copiada fielmente. La secuencia diana es flanqueada por dos 
oligonucleótidos denominados cebadores (del inglés “primers”) que hibridan con cada 
una de las cadenas complementarias.  
Protocolo de hibridación: 
- Desnaturalización Inicial:  Tª 94ºC, 1 minuto. 
 
- Tª 94ºC, 30 segundos. 
- Tª 55ºC, 30 segundos. 
- Tª 72ºC, 1 min 30 segundos. 
 
- Elongación Final: Tª 72ºC, 2 minutos.  
 
Composición de la mezcla de 
reacción (Volumen final 20 µl)  
2 µl muestra de ADN 
Oligo Upper 0,5 µl 
Oligo Lower 0,5 µl 
Oligo Neo 1 µl 
Taq Polimerasa 6 µl 
Agua MiliQ 10 µl 
x 30 ciclos. 
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Todos los oligonucleótidos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich® y la Taq Polimerasa 
de Biotools (Ref. 4749). 
 
       Oligonucleótido             Secuencia 5´ 3´ 
IRS2 Upper CTTGGCTACCATGTTGTTATTGTC 
IRS2 Lower AGCTCTGGAGGTTTACTTTCCT 
IRS2 Neo GCTATCAGGACATAGCGTTGG 
Tabla 1: Lista de oligonucleótidos y secuencias para el genotipado de 




Figura 7: Genotipado de ratones de genotipo salvaje (WT), 
heterocigoto para el gen Irs2 (HT) y deficiente en  Irs2 (IRS2KO). 
3.1.2  Experimentación In vivo. 
 Ligadura del Ducto Biliar Común (BDL). 
Tal como se indica en la introducción, en la mayoría de los vertebrados el hígado es el 
encargado de producir la bilis que es necesaria para emulsionar las grasas absorbidas 
y permitir la digestión de lípidos en el intestino delgado, así como para la excreción de 
la bilirrubina y otros productos metabólicos. En el hígado, la obstrucción experimental 
del sistema biliar (ligadura del ducto biliar, BDL del inglés bile duct ligation) inicia una 
compleja cascada de eventos fisiopatológicos que conduce a la colestasis e 
inflamación y que terminará con el desarrollo de fibrosis hepática que puede 
detectarse a los 28 días de la operación. Por tanto, la ligadura quirúrgica del ducto 
biliar común se ha convertido en el modelo más utilizado para estudiar los eventos 
moleculares y celulares que subyacen a la lesión colestásica obstructiva que se 
produce en los roedores sometidos a este protocolo quirúrgico. La tasa de mortalidad 
puede ser alta debido a complicaciones infecciosas o inexactitudes técnicas.  
Procedimiento: 
- Anestesia del animal: Se emplea anestesia inhalatoria (isofluorano) seguido de 
analgesia (Buprex®). 
- Preparación del ratón: Se rasura y desinfecta el abdomen del animal.  
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- Se realiza una incisión longitudinal en el abdomen de aproximadamente de 2 cm 
siguiendo la línea alba para acceder a los órganos abdominales. 
- Se coloca un tubo de 5-10 mm de diámetro detrás del dorso del animal que lo 
obliga a arquearse para conseguir un mejor acceso al ducto biliar. 
Método de la ligadura del ducto biliar: 
- Se aísla el ducto biliar por apertura de la membrana que lo mantiene en contacto 
con los vasos. 
- Se coloca un estilete acanalado debajo del ducto y se realizan dos ligaduras 
triples con seda trenzada 6/0 no reabsorbible con una separación de 5 mm entre 
ellas. 
- Se corta el ducto biliar entre las dos ligaduras. 
- Se realiza la sutura con seda trenzada 4/0 en la capa muscular y sucesivamente 
se sutura la capa cutánea. 
- Se aplica tintura de yodo en la zona de la cirugía y el animal se coloca sobre una 
manta eléctrica a 37ºC con el objetivo de que se mantenga la temperatura 
corporal. 
 Análisis sérico de Bilirrubina total (BT), Fosfatasa Alcalina (FA) y de la 
glutámico oxalacetático transaminasa. 
El análisis sérico de estas 3 enzimas nos revela el grado de lesión hepática de los 
ratones.  
Para la medida de la concentración de estas enzimas:  
- Se extrae la sangre del ratón en el momento del sacrificio. 
- Se centrifuga la sangre a 12000 rpm durante 10 minutos y se recoge el suero. 
- Se realiza una dilución 1/3 de este suero y se aplica las tiras reactivas 
correspondientes insertándose inmediatamente en el aparato de medida 
Reflotron® (Roche Diagnostics). BT (Ref. 10905321203), FA (Ref. 11622773204), 
GOT (Ref. 10745120). 
3.2 Histología de las muestras de tejido hepático 
Las muestras de hígado se introducen directamente en paraformaldehido al 4% (PFA 
4%), para proceder a su fijación. A continuación, las muestras se introducen en un 
procesador de tejidos para su deshidratación aumentando el endurecimiento de las 
muestras para facilitar los cortes de tejido.  El siguiente paso es la inclusión de los 
tejidos en parafina y la confección de los bloques. Para la realización de estos bloques 
se utilizan estaciones de inclusión, que constan de un dispensador de parafina líquida, 
una placa caliente para la orientación de las muestras de tejido y una placa fría que 
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permite la solidificación del bloque. Una vez formados los bloques, se cortan en un 
micrótomo de rotación en secciones de 5 µm y se colocan sobre un portaobjetos.  
Previamente a la realización de cualquier tinción en tejido hepático se procede a la 
desparafinación e hidratación del tejido. Para ello, se introducen los portaobjetos con 
las muestras hepáticas en xileno, derivado dimetilado del benceno, lo cual producirá la 
desparafinación del tejido, este proceso se realiza en campana de extractora de gases 
puesto que el xileno es un solvente muy tóxico. Posteriormente a la desparafinación se 
procede a la hidratación de las muestras. Para ello, se introducen los portaobjetos en 
un gradiente de alcoholes secuencial, pasando por etanol al 96%, etanol al 80%, 
etanol al 70% y finalmente etanol al 50%, permaneciendo las muestras durante 5 
minutos en cada alcohol. 
3.2.1 Tinciones histológicas. 
 Tinción con Hematoxilina-Eosina. 
La tinción con hematoxilina se basa en que al ser catiónica o básica tiñe estructuras 
ácidas (basófilas) en tonos azul y púrpura como por ejemplo los núcleos celulares. La 
tinción con eosina por su naturaleza aniónica o ácida tiñe componentes básicos 
(acidófilos) en tonos de color rosa, como por ejemplo el citoplasma. Todas las 
tinciones han sido realizadas con hematoxilina de Harris y eosina alcohólica. 
 
 Tinción con Tricrómico de Masson. 
Esta tinción se utiliza para evidenciar fibras de colágeno en el tejido conjuntivo cuya 
función fundamental es el soporte mecánico. El tricrómico de Masson es una tinción 
diferencial y policrómica. En todos los métodos tricrómicos se utilizan 3 colorantes: 
1. Un colorante nuclear, normalmente una laca de hematoxilina. 
2. Un colorante citoplásmico: orange G, ponceau de xilidina, escarlata de 
Biebrich, azofloxina,etc. 
3. Un colorante del conjuntivo (para las fibras de colágeno) que suele ser un 
derivado del anillo de trifenilmetano. 
Después de la desparafinación e hidratación de las muestras, se procede a la tinción 
con el Kit de Bio-Optica (Ref. 04-010802) siguiendo el protocolo que se indica en la 
ficha técnica. 
 
Después de la hidratación de las muestras éstas se mantienen en agua destilada. 
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A continuación, se mezclan 6 gotas de solución A (Hematoxilina férrica de Weigert’s) 
con 6 gotas de solución B (Hematoxilina férrica de Weigert’s) y se cubre la muestra 
con esta solución. 
Sin lavar, se escurren las muestras y se añaden 10 gotas del reactivo C (solución 
alcohólica de ácido pícrico). Se lavan rápidamente y seguidamente se depositan sobre 
la muestra 10 gotas del reactivo D (Ponceau – fucsina ácida de Mallory) durante 4 
minutos. 
 
Se lavan las muestras con agua destilada y se añaden 10 gotas del reactivo E (ácido 
fosfomolíbdico) durante 10 minutos para finalmente escurrir los portaobjetos y 
depositar sobre la muestra 10 gotas del reactivo F (azul de anilina) durante 5 minutos.  
 
 Tinción con Rojo Sirio 
Esta tinción no es específica para las fibras de colágeno aunque proporciona una 
tinción bastante selectiva para estas fibras. 
Después de la desparafinación y la hidratación de las muestras;  
Se tiñen con la Hematoxilina de Weigert’s que consta de dos soluciones que se 
mezclan para realizar la tinción: 
1. Solución A – Hematoxilina (Ref. Sigma H3136) diluida en etanol al 100%. 
2. Solución B – Cloruro Férrico (Ref. Sigma 157740) diluido en agua bidestilada y 
HCl al 10%. 
Posteriormente los portaobjetos se lavan con agua corriente durante 10 minutos. 
A continuación, se tiñe con Rojo Sirio usando el reactivo Direct Red 80 (Ref. Sigma 
365548) diluido en una solución acuosa de ácido pícrico al 1,3% (Ref. Sigma p6744-
1GA) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). 
Se lavan las muestras dos veces con agua acidificada (agua destilada con ácido 
acético al 5%). 
Al finalizar cualquiera de las tinciones descritas anteriormente se procede a la 
deshidratación y montaje de las muestras. Para ello, se introducen los portaobjetos en 
un gradiente de alcoholes secuencial, pasando por etanol al 50%, etanol al 70%, 
etanol al 80% y finalmente etanol al 96%, durante 5 minutos en cada punto. A 
continuación, se introducen los portaobjetos en xileno lo que permite conservar las 
muestras de tejido a lo largo del tiempo sin que el tejido se vea afectado.  
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Para finalizar, se procede a montar las muestras, colocando sobre ellas un 
cubreobjetos después de aplicar una gota de medio de montaje Fluromont-G® (Ref. 
SoutherBiotech 0100-01).  
3.2.2 Análisis histológico de las muestras hepáticas 
Las secciones del hígado embebidas en parafina se tiñeron con H&E y tricrómico de 
Masson y fueron examinadas e interpretadas por un patólogo experimentado (Dr. 
Carmelo García-Monzón, Hospital Universitario Santa Cristina, Madrid) que no conocía 
las características de los animales. El grado de fibrosis se determinó utilizando el 
sistema de evaluación histológica validado por Brunt et al. 1999 [145].  Los grados de 
fibrosis se dividen en 0, sin fibrosis; 1, fibrosis perisinusoidal o periportal; 2, fibrosis 
perisinusoidal y portal/periportal; 3, fibrosis central/central completa; y 4, cirrosis. 
3.3 Determinación de ácidos biliares presentes en el líquido biliar por 
cromatografía líquida. 
Primero se extrae el líquido biliar, directamente de la vesícula, en el momento del 
sacrificio con una jeringa y se transfiere a un tubo eppendorf y se introduce 
directamente a -80ºC para poder preservar todos los ácidos biliares. Las muestras se 
enviaron al laboratorio laboratorio de los Dres. Coral Barbas y Francisco Javier 
Rupérez Pascualena (CEMBIO, Universidad CEU San Pablo, Madrid).  
El análisis se realizó según la metodología descrita anteriormente [146] con ligeras 
modificaciones. Tras diluir las muestras de bilis 1:100 en agua destilada, se extraen los 
ácidos biliares mediante extracción en fase sólida (solid phase extraction, SPE) 
usando como adsorbente los cartuchos Oasis HLB 3 cc 60 mg 30 μm de Waters 
(Milford, MA, EE.UU). Los cartuchos se acondicionan con metanol y aguay, tras cargar 
la muestra, se lavan con agua y se eluyen los ácidos biliares con metanol. A 
continuación, el disolvente se evapora y las muestras se resuspenden en 
metanol:agua (1:1) y se inyectan en el sistema cromatográfico. 
 
El contenido de ácidos biliares en bilis se determinó mediante UHPLC (del inglés “ultra 
high performance liquid chromatography”) usando un sistema LC 1290 Infinity II 
conectado a un MS QqQ 6460 como detector, ambos de Agilent Technologies (Santa 
Clara, CA, EE.UU.). Para la separación se utiliza una columna Zorbax Eclipse Plus C8 
2.1x150 mm de 1,8 μm (Agilent Technologies) y un gradiente optimizado con 
acetonitrilo, metanol y acetato de amonio (pH = 4). Se usan patrones comerciales de 
Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.) para todos los ácidos biliares medidos y ácido D4-
desoxicólico como patrón interno (PI). Las curvas de calibración se preparan con 7 
concentraciones de cada patrón. 
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3.4 Cultivos celulares. 
3.4.1 Línea celular LX2  
La línea LX2 es una línea celular de células estelares humanas generada en el 2005 
por Xu. L y colaboradores [147]. Dicha línea celular fue generosamente proporcionada 
por el laboratorio de la Dra. Paloma Martín-Sanz (IIBm, CSIC). 
 
 Mantenimiento de la línea celular LX2 
La línea celular LX2 se mantiene en un medio DMEM que se prepara a partir de: 
A. DMEM (HyClone Dulbecco's High Glucose Modified Eagles Medium) con alto 
contenido en glucosa. (Ref. SH30022.01) 
+ 5mL Penicilina/Streptomicina (10 mg/mL) (Millipore Ref. A2213) 
+10mL Hepes 1M (Lonza Ref BE17-737E) 
B. DMEM (Gibco Dulbecco's High Glucose Modified Eagles Medium) sin 
Glutamina (Ref. 10938-025) 
+5mL Penicilina/Streptomicina (10 mg/mL) (Millipore Ref. A2213) 
El medio de cultivo contiene un 50% del medio A y un 50% del medio B suplementado 
con 2% de suero fetal bovino (FBS) (Hyclone FBS Ref. SV30106.03) 
La línea celular LX2 se mantienen en incubación a 37ºC, 5% CO2 y humedad relativa 
del 95%. 
 Tripsinización:  
Cuando las células alcanzan la confluencia, se procede a la división de las placas 
mediante lavado con PBS y posterior tripsinización parando en proceso con DMEM 
suplementado con 2% de FBS. La suspensión celular se distribuye entre las placas 
sembrando la densidad adecuada según las necesidades de cada experimento. 
 Conservación, congelación y descongelación de la línea celular LX2. 
Las células LX2 se pueden almacenar congeladas en un crioconservador con 
nitrógeno líquido a -170ºC suspendidas en una mezcla que contiene medio A+B 
suplementado con 20% de FBS y 10% de dimetilsufóxido (DMSO) (Ref, D8418. Sigma 
Aldrich). 
La congelación de las células LX2 se realiza tripsinizando las células y parando la 
reacción en DMEM (A+B) con 2% de FBS. Posteriormente, los viales se centrifugan a 
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900 rpm durante 5 minutos y el precipitado de células se resuspende en el medio de 
congelación anteriormente descrito. 
Posteriormente se realiza una congelación progresiva: 
1º: Tª = -20ºC 1-2 horas  
2º: Tª = -80ºC 15-24 horas  
3º: Tª = -170ºC en el crioconservador de nitrógeno líquido. 
La descongelación de los viales con células hay que realizarla lo más rápidamente 
posible. Para ello, los viales se pasan directamente del nitrógeno líquido a un baño a 
37ºC. Una vez descongeladas, las células se resuspenden en un medio con DMEM 
(A+B) suplementado con FBS al 10% y se mantienen en un incubador a 37ºC, 5% 
CO2 y humedad relativa del 95% tal como se indica anteriormente. 
3.4.2 Procedimientos experimentales con la línea celular LX2. 
 Infección retroviral para el silenciamiento de IRS2 en la línea celular LX2. 
Para el silenciamiento del gen IRS2 en la línea celular LX2 se usaron partículas 
lentivirales que se adquirieron a Sigma (Ref. SHCLNV-NM_003749  MISSION® 
shRNA Lentiviral Transduction Particles) que portan el gen de resistencia a 
puromicina. Para asegurarnos el mayor grado de silenciamiento posible adquirimos 
particulas lentivirales dirigidas frente a 5 secuencias diana diferentes en el gen IRS2 
de manera que obteníamos 5 líneas diferentes. Como control (del inglés mock) se 
utilizaron partículas lentivirales MISSION® pLKO.1-puro Empty Vector Control 
Transduction Particles (partículas Scramble (SC)) también de Sigma. 
A día 0 se siembran las células en una placa de 12 pocillos a una confluencia del 50%.  
En el día 1, las células habían alcanzado el 70% de confluencia yse infectan con las 
partículas lentivirales shIRS2 y SC durante 24 horas en los volúmenes que se 
describen a continuación. El índice de MOI usado en la transfección lentiviral fue 0,7.  
(100 µl sh (SC o shIRS2) + 900 µl DMEM (A+B) - 2% de FBS + 1 µl de hexabromide (8 
µg/µl)) 
Al día siguiente, día 2, se cambia el medio por DMEM (A+B) -2% de FBS eliminando 
todas las partículas lentivirales del medio.  
Día 3. Se retira el medio añadido el día anterior y se vuelve a añadir DMEM (A+B) 
suplementado con 2% de FBS y con el antibiótico purocimicina. Este paso es 
fundamental para seleccionar las células infectadas ya que las células no infectadas 
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se morirán en presencia de la puromicina.  Las dosis de puromicia de partida fueron de 








Figura 8: Selección de las células transfectadas con partículas 
lentivirales. Dosis iniciales de puromicina en el experimento de 
silenciamiento génico de IRS2 en la línea celular LX2. 
En días sucesivos se realiza un cambio de medio cada 2-3 días conservando las 
mismas dosis de puromicina. 
Día 7. A los pocillos con puromicina 5 µg/ µl se les aumenta la dosis de la misma a 10 
µg/ µl y a los pocillos con puromicina 10 µg/ µl se les aumenta hasta 15 µg/ µl. 
En días sucesivos se cambia el medio manteniendo estas dosis de puromicina. 
A partir de este momento, cuando las células alcanzan la confluencia y ya no se 
observa muerte celular las células se amplifican pasándolas a placas con un mayor 
tamaño de pocillo y, finalmente, se procede a su crioconservación. El grado de 
silenciamiento se determina analizando los niveles de ARNm ó de proteína IRS2 
 Procedimientos experimentales en la línea celular LX2. 
Para los experimentos realizados en la línea celular LX2, se ayunan las células 
durante toda la noche y se pretratan con PD98059 (Sigma-Aldrich, CA, USA), inhibidor 
selectivo de las p42/p44 MAPK, durante 2 horas manteniendo el ayuno de FBS. 
Posteriormente se estimulan 15 minutos o 24 horas con IGF1 (Ref. 100-11. 
Preprotech, London, UK) a una concentración de 10 nM. Finalmente las células se 
recogen como se describe a continuación para realizarse posteriores análisis de 
Western Blot o inmunofluorescencia.  
En los experimentos realizados en las líneas celulares LX2, LX2 shControl y LX2 
shIRS2, se ayunan las células durante 2 o 16 horas para posteriormente estimularlas 
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3.5 Análisis de proteínas. 
3.5.1 Análisis de proteínas mediante Western-Blot. 
 
 Obtención de extractos de proteínas totales de células. 
- Lisado de las células: Las placas de cultivo se lavan 
dos veces con PBS frío y posteriormente se lisan 
sobre hielo (4ºC) con 50-200 µl tampón de lisis. 
- Recogida de células: el lisado se transfiere 
directamente a un tubo eppendorf de 1.5 ml sobre 
hielo. 
- Centrifugación: Se centrifugan las muestras a 13000 
rpm durante 10 minutos a 4ºC. 
- En el sobrenadante se encuentran las proteínas 
totales que se transfieren a un tubo nuevo para su 
inmediato procesamiento o se conservan a -80ºC para su posterior análisis. 
 Obtención de extractos de proteínas totales de tejido. 
- Homogeneización del tejido: Se pesa una porción 
de hígado de aproximadamente 30 mg  y de 
coloca en un tubo al que se añaden 16 volúmenes 
de tampón de homogeneización manteniendo 
siempre la muestra en hielo. Para la 
homogenización se usa el politrón (Polytron 
System  PT 1200E, Kinematica AG) con objeto de 
homogeneizar bien la muestra. 
- Se mantiene el tubo 30 minutos en hielo. 
- Centrifugación: Se centrifugan las muestras a 
40000 rpm durante 40 minutos a 4ºC. 
- En el sobrenadante se encuentran las proteínas 
totales que se transfieren a un tubo nuevo para su inmediato procesamiento o se 
almacenan a -80ºC para su posterior análisis. 
 
 Cuantificación de proteínas. 
La cuantificación de proteínas se realiza mediante el método de Bradford (1976) por 
medida espectrofotométrica a una longitud de onda de 595 nm interpolando las 
medidas en una curva patrón de concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina 
estándar (1 µg/µl). 
Tampón de Lisis de 
Células: pH 7,5 
EDTA 5mM 




Tritón X-100 1% 
PMSF 1mM 
Tris 10mM pH 7,6 
Tampón de 
Homogeneización de 
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 Electroforesis de proteínas. 
- Preparación de las muestras: Una vez 
valorados los extractos proteicos, se calculan 
los µg de proteína que debían añadirse de 
cada una de las muestras de modo que todas 
tuviesen la misma cantidad de proteína, 
aproximadamente 20 µg.  A continuación, las 
muestras se ajustan a un mismo volumen 
final y se les incorpora un tampón de carga 
4x.  Las  muestras se calientan entre 90-100ºC durante 5 minutos y se cargan en 
geles de poliacrilamida-SDS o se almacenan a -80ºC hasta el momento de su 
utilización. 
- Geles de poliacrilamida-SDS para la 
electroforesis: Estos constan de dos partes, un gel 
concentrador y un gel separador con 8-15% de 
Acrilamida/Bisacrilamida (BioRad). En los pocillos 
del gel se cargan las muestras reservando 
siempre un pocillo para un patrón de pesos 
moleculares, que contiene una mezcla de proteínas de peso molecular conocido 
(Ref. B4MWP03 Blue Star Protein Marker) que permite identificar las proteínas 
objeto de estudio.  
 
 Transferencia húmeda de proteínas. 
Una vez separadas las proteínas por electroforesis, se 
procede a la transferencia de las mismas a una membrana 
de nitrocelulosa mediante el paso de una corriente eléctrica. 
 
Se usa el equipo de transferencia húmeda de BioRad.  
 
Tampón de carga 4x: 
Tris pH 7,6 100mM 
Glicerol 10% (v/v) 
SDS 6% (p/v) 
Azul de bromofenol 0,2% 
(p/v) 




Tris 125mM pH 6,8 
SDS 0,1% (p/v) 





Tris 375mM pH 8,8 
SDS 0,1% (p/v) 




Tris 25mM pH 8,3 
Glicina 250mM 




Tris 66mM pH 8,3 
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Se transfieren las proteínas a un amperaje constante de 120 mA por gel durante un 
tiempo de 2 horas. 
 
 Inmunodetección de las proteínas. 
- Bloqueo: Este paso se realiza para saturar los sitios inespecíficos de unión del 
anticuerpo en las membranas. Para ello, la membrana de nitrocelulosa se incuba 
en la solución de bloqueo: 
 
 
- Temperatura: 25ºC (RT) 
 
- Tiempo: 1 hora. 
 
- En agitación suave. 
 
 
- Después del bloqueo las membranas se lavan dos veces con TTBS (Tween-20 
0,1%, Tris-HCl 10mM, NaCl 150 mM, ph 7,5) 
- Anticuerpo primario: se incuban las membranas con el correspondiente anticuerpo 
primario diluido en TTBS a la dilución recomendada durante toda la noche a 4ºC 
en agitación suave. Los anticuerpos utilizados se muestran en la Tabla 2.  
- Después se realizan 3 lavados sucesivos de 10 minutos cada uno con TTBS. 
- Anticuerpo secundario: se incuban la membranas con el correspondiente 
anticuerpo secundario diluido en TTBS. Este es un anticuerpo de cabra dirigido 
contra las inmunoglobulinas de la especie correspondiente (ratón o conejo) y 
conjugado con la peroxidasa de rábano. Esta incubación se realiza durante una 
hora a temperatura ambiente en agitación suave. 
- Se realizan 3 lavados sucesivos con TTBS, de 5 minutos cada uno, y un lavado 
final con TBS. 
- Revelado: Las bandas correspondientes a las proteínas unidas a los anticuerpos 
se visualizan usando una técnica quimioluminiscente con el reactivo ECL (Biorad 
Ref 170-5061). Para ello, una vez aplicado el reactivo sobre las membranas éstas 
se introducen en el visualizador bioluminiscente ImageQuant LAS 4000 mini (GE 






5% Leche en polvo 
desnatada (p/v) 
en TBS: 
150 mM NaCl 
10 mM Tris pH 7,3 
Soluciones de bloqueo: 
BSA: 
3% albúmina sérica 
bovina (p/v) 
en TBS: 
150 mM NaCl 
10 mM Tris pH 7,3 
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Anticuerpo Referencia Casa Comercial 
αSMA A-2547 Sigma-Aldrich® 
Col1a1 SC-8784 Santa Cruz Biotechnology 
MMP9 SC-6840 Santa Cruz Biotechnology 
pERK 1/2 9101 Cell Signalling 
ERK 1/2 9102 Cell Signalling 
pAKT (1/2/3) Ser 473 SC-7985-R Santa Cruz Biotechnology 
AKTt 9272 Cell Signalling 
pIGF1R  3021 Cell Signalling 
IGF1R SC-713 Santa Cruz Biotechnology 
          
Tabla 2: Lista de anticuerpos usados para Western Blot e Inmunofluorescencia 
Para el análisis por densitometría de la expresión de proteínas se utilizó el software 
ImageJ. 
3.5.2 Análisis de la expresión de proteínas mediante inmunofluorescencia. 
El análisis de la expresión de proteínas mediante inmunofluorescencia se basa en la 
capacidad de los anticuerpos marcados con un fluóroforo de unirse a una determinada 
proteína y así demostrar la presencia de las mismas en una preparación de células 
fijadas. 
- Para llevar a cabo la inmunofluorescencia, se siembran las células sobre un cristal 
de 12 mm de diámetro. Una vez realizado el tratamiento experimental se llevan a 
cabo los siguientes pasos: 
- Se fijan las células en paraformaldehido (PFA) al 4%, durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. 
- Posteriormente, se realizan 2 lavados con PBS para eliminar los restos de PFA.  
- A continuación, se añade una solución de bloqueo de PBS-3% BSA en para 
eliminar las uniones inespecíficas del anticuerpo primario, durante una hora.  
- Seguidamente se realizan 2 lavados con PBS. 
- En el siguiente paso, se incuban los cristales con el anticuerpo primario 
correspondiente en la dilución recomendada para cada anticuerpo normalmente 
comprendida entre 1:200 y 1:400 diluido en la solución de bloqueo preparada 
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anteriormente y se mantienen a 4ºC en una cámara húmeda toda la noche, lo 
anticuerpos utilizados se muestran en la Tabla 2.  
- Al día siguiente, se lavan los pocillos 3 veces con PBS  y posteriormente se 
incuban los cristales con el anticuerpo secundario unido a fluorófo ((Alexa Fluor® 
488 goat anti- rabbit IgG (Ref. A11034) o Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG 
(Ref. A11001), ambos de Life Technologies)), durante una hora en oscuridad a 
temperatura ambiente.  
- Finalmente se lavan los pocillos 3 veces con PBS y se procede al montaje de los 
cristales sobre un portaobjetos utilizando el gel de montaje Fluoromont G® de 
Southern Biotech (Ref. 0100-01). 
- Finalmente se analizan los portaobjetos en un microscopio confocal (Leica TCS 
SP5 X) y se sacan las fotos representativas. 
Para la cuantificación de las imágenes se utilizó el software ImageJ. 
 
3.6 Análisis de ARN total y PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). 
3.6.1  Extracción ARN total de tejidos y células. 
La extracción de ARN se realiza siguiendo el método del isotiocianatode guanidina 
(TRI REAGENT™ MRC gene Ref. TR 118). El reactivo TRI Reagent® contiene fenol e 
isotiocianatode guanidina en una monofase que es capaz de inhibir la actividad 
ARNsa. La ventaja de este procedimiento es que es un método de aislamiento de ARN 
en un solo paso y sin necesidad de añadir ADNsa. 
Los protocolos que se realizaron fueron los siguientes. 
Tejido (Hígado de ratón):  
- Se pesan 50-100 mg de tejido. 
- Se añade 1 ml de Tri Reagent®  
- La mezcla se introduce en un potter estéril de 2 ml. 
- Se homogenizan las muestras de tejido. 
- La mezcla se centrifuga a 12000 rpm, 10 minutos a 4ºC. 
- El sobrenadante se pasa a un tubo eppendorf estéril 
Células: 
- Las placas se lavan con PBS  frío. 
- Dependiendo de la densidad celular se añade 0,5 - 1 ml de Tri Reagent® 
- Se homogeniza con la pipeta y se pasa el homogenado a un tubo eppendorf 
nuevo. 
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A partir de aquí el protocolo es idéntico para ambos tipos de muestras: 
- Se dejan reposar las muestras 5 minutos a temperatura ambiente. 
- Se añaden 100 – 200 µl de cloroformo. 
- Se agita con vórtex durante15 segundos. 
- Se dejan reposar las muestras 15 minutos a temperatura ambiente. 
- Se centrifuga a 12000 rpm, 15 minutos  a 4ºC.  
- Se recoge la fase superior que contiene el ARN (incoloro) y se pasa a un tubo 
nuevo. 
- Se añaden 250-500 µl de isopropanol. 
- Se invierte la mezcla un mínimo 10 veces. 
- Se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 
- Se centrifugan los tubos a 12000 rpm, 10 minutos a 4ºC. 
- Se retira el sobrenadante por decantación. 
- El precipitado se lava con etanol absoluto 96%.  
- Se vuelven a centrifugar los tubos a 12000 rpm, 5 minutos a 4ºC. 
- Se decanta el etanol y se deja secar el pellet. 
- Por último se resuspende el precipitado en agua libre de ADNAsa/ARNsa en el 
volumen más conveniente. 
Las muestras se analizan en el  Nanodrop (Termofisher Nanodrop 2000c) de manera 
que se cuantifican y se determina su pureza mediante el ratio de absorbancias 
260/280/230. 
 
3.6.2 Transcripción reversa seguida de PCR. 
Una vez obtenido y cuantificado el ARN se realiza la transcripción reversa seguida de 
PCR, técnica que permite sintetizar ADN 
complementario (ADNc) a partir de cadenas de 
ARN usando para ello la enzima transcriptasa 
reversa. El ADNc obtenido es la cadena 
complementaria de la cadena molde de ARN. 
El kit usado para llevar a cabo este método es el 
ImProm-II™ Reverse Transcription de Promega 
(Ref. M314C) y además se usan dNTPs 
(Ref.C1145) y el inhibidor de ARNasa ARNsin 
(Ref. N261B). 
 
Mezcla de Reacción 1: 
Oligonucleótidos  degenerados 
25 µg/ml 
Agua libre de ADNasas 
Mezcla de Reacción 2: 
Agua libre de ADNasas  
Tampón de RT 1x 
MgCl2 2,75mM 
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El protocolo de hibridación empleado es el siguiente: 
- Desnaturalización inicial a 70ºC, 5 minutos. 
- Tª 4ºC, 2 minutos. 
- Tª 25ºC, 30 segundos. 
- Incubación a 42ºC, 1 hora. 
- Elongación final a 70ºC, 15 minutos. 
La mezcla obtenida se puede usar directamente para la amplificación del cADN 
mediante PCR cuantitativa en tiempo real. 
 
3.6.3 Análisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real qPCR. 
La PCR cuantitativa (qPCR) o PCR en tiempo real, variante de la PCR a tiempo final, 
es utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta 
el producto de la amplificación de ADN. Para ello, emplea del mismo modo que la PCR 
convencional un molde de ADN, al menos un par de oligonucleótidos específicos del 
gen que queremos analizar, un tampón de reacción adecuado y una ADN 
polimerasa termoestable.  
El método usado fue el de SYBR Green I que es un colorante fluorescente 
comúnmente usado que se une las moléculas de ADN de doble hebra intercalándose 
entre las bases de ADN a medida que se amplifica el ADN en cada ciclo de reacción.  
De ésta manera se puede cuantificar en tiempo real el 
producto de amplificación al terminar cada ciclo de 
amplificación. 
 
El protocolo de hibridación utilizado fue el siguiente: 
 
- Tª 50ºC, 2 minutos. 
- Activación a 95ºC, 3 minutos. 
- Desnaturalización a 95ºC, 15 segundos. 
- Anillamiento/Elongación a 60ºC, 1 minuto. 
- Disociación 60-95ºC. 15 minutos. 
 
 
Los oligonucleótidos que se han usado son los siguientes (todos procedentes de 
Metabion (Laboratorios Conda):  
x 40 ciclos. 
Mezcla de reacción. 
Muestra cDNA – 1 µl 
Oligo sentido  0,3 µM 
Oligo antisentido 0,3 µM 
CXR 0,3 µM 
SYBR® Green I 1x 
 
  












































































Tabla 3: Lista de olidonucleótidos empleados en la RT-qPCR. 
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3.7 Análisis estadístico. 
Las tablas y las representaciones gráficas se han elaborado utilizando los valores 
medios ± los errores estándar de las medias (SEM). Las diferencias significativas se 
han determinado mediante el test t de student y test anova (Test a posteriori de 
Bonferroni). El software usado para la representación gráfica de los valores, así como 
también para el análisis estadístico ha sido el GraphPad Prism 5.01. Se consideran 























4.1 Caracterización del proceso fibrótico asociado a colestasis biliar en un 
modelo murino deficiente en el gen Irs2 e identificación de las dianas clave del 
proceso fibrogénico que resultan afectadas en este modelo.  
El primer objetivo de esta Tesis Doctoral consistió en analizar el papel del IRS2 en la 
aparición y progresión del proceso fibrótico en el hígado. Para poder llevarlo a cabo, 
los ratones de genotipo salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) de 2-3 
meses de edad se sometieron a la cirugía de ligadura del conducto biliar (BDL), un 
modelo experimental ampliamente usado para inducir fibrosis hepática derivada de un 
daño colestásico, y se sacrificaron a los 3, 7 y 28 días tras la operación. Al finalizar los 
distintos tiempos experimentales se recolectaron los hígados y los sueros de los 
animales para su posterior análisis.   
Los ratones usados en el estudio fueron hembras puesto que los machos de dicha 
edad presentan ya una exacerbada resistencia a la insulina en el hígado que se 
manifiesta por una elevada gluconeogénesis y, además, la gran mayoría de ellos 
desarrollan DMT2 con elevados niveles de glucosa en sangre (>400 mg/dl) [127]. De 
esta manera, se eliminaron todos los efectos metabólicos derivados del estado 
diabético severo que presentan los machos IRS2KO, ya que como se ha indicado en 
la sección de Introducción las hembras desarrollan únicamente una  hiperglucemia 
moderada [148].  
 
4.1.1 La ausencia de IRS2 produce un retraso en la aparición del proceso fibrótico en 
el hígado de los ratones a los 3 días post-BDL. 
Inicialmente, se realizó la cirugía de la BDL en ratones WT e IRS2KO, y a los 3 días 
siguientes se sacrificaron los animales recogiendo el hígado y el suero para su 
posterior análisis. Como controles experimentales se utilizaron ratones de ambos 
genotipos que fueron sometidos a un procedimiento quirúrgico similar, pero sin ligar el 
conducto biliar (del inglés “sham”). 
En primer lugar, se determinó el grado de fibrosis hepática. Para ello, se realizaron 
tinciones de varias secciones de los hígados de estos animales con hematoxilina-
eosina, tricrómico de Masson y rojo sirio, que fueron evaluadas por un patólogo 
experimentado en modo ciego. El análisis histopatológico reveló que tras el 
procedimiento de BDL los ratones de genotipo WT comenzaron a desarrollar cierto 
grado de fibrosis que fue especialmente notable en las zonas perivasculares en las 
cuales se observaban engrosamientos ductales, primera evidencia de fibrosis 
hepática. Sin embargo, en los ratones IRS2KO sometidos a BDL no se apreció apenas 
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la aparición del proceso fibrótico reflejado en el grado de fibrosis ni se observaron los 
engrosamientos ductales (Figura 9).  
  
 
Figura 9. Análisis histológico de los hígados procedentes de ratones 
WT e IRS2KO a los 3 días post-BDL. (panel izqdo.) Imágenes 
representativas (20x) de tinciones de hematoxilina-eosina, rojo sirio y 
tricrómico de Masson realizadas en secciones de los hígados. (panel 
dcho.) Representación de los valores del grado de fibrosis. Los valores del 
grado de fibrosis del análisis histopatológico se han representado según la 
escala de Brunt et al, 1999 [145]. Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 3 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-8 animales por 
condición). 
 
Como era de esperar, el análisis de los niveles séricos de la glutámico oxalacetático 
transaminasa (GOT), bilirrubina total y fosfatasa alcalina reveló que, a los 3 días post-
BDL, el daño hepático y biliar producido fue mayor en los ratones operados con 
respecto a sus controles. Curiosamente, los niveles de la GOT, marcador de daño 
celular, aumentaron de manera significativa en el suero de los ratones IRS2KO 
operados con respecto a los animales WT de la misma condición, mientras que se 
observó que los niveles de bilirrubina total fueron menores en los ratones IRS2KO que 
en los WT, siendo esta diferencia estadísticamente significativa entre ambos 
genotipos. Asimismo, el marcador sérico de daño biliar, fosfatasa alcalina se encontró 
en niveles más bajos en los ratones IRS2KO que en los correspondientes de genotipo 




Figura 10. Análisis de marcadores de daño hepático en el suero 
procedente de ratones WT e IRS2KO a los 3 días post-BDL.  Niveles 
séricos de glutámico oxalacético transaminasa GOT (U/l), bilirrubina total 
(mg/dL) y fosfatasa alcalina (U/l). Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 3 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-8 animales por 
condición). 
 
4.1.2 La falta de IRS2 produce un retraso en el daño biliar y en el desarrollo del 
proceso fibrótico en ratones a los 7 días post-BDL. 
Para continuar con el análisis del papel del IRS2 en el desarrollo del proceso fibrótico 
inducido por daño biliar, se realizó la cirugía de BDL a otro grupo de ratones WT e 
IRS2KO que se sacrificaron 7 días después de la operación junto con sus respectivos 
controles (sham). Después del sacrificio y recogida de muestras se realizaron las 
tinciones histológicas correspondientes en varias secciones de hígado, así como el 
análisis histopatológico de las mismas, comprobando que los animales IRS2KO 
presentaron un retraso en la progresión del proceso fibrótico, en comparación con los 
animales WT operados en las mismas condiciones (Figura 11). Transcurridos 7 días 
tras la cirugía, en los animales WT se observó como la fibrosis no era simplemente 
perivascular, sino que las fibras de colágeno se depositaron dentro del parénquima 
hepático. Sin embargo, a este tiempo post-BDL, en los ratones IRS2KO se 
comenzaron a observar los engrosamientos ductales en las zonas perivasculares del 
tejido hepático, indicando el inicio del proceso fibrótico. Además, los ratones IRS2 
presentaron un menor grado de fibrosis que era estadísticamente significativo en 




Figura 11. Análisis histológico de los hígados procedentes de ratones 
WT e IRS2KO a los 7 días post-BDL. (panel izqdo.) Imágenes 
representativas (20x) de tinciones de hematoxilina-eosina, rojo sirio y 
tricrómico de Masson realizadas en secciones de los hígados. (panel 
dcho.) Representación de los valores del grado de fibrosis. Los valores del 
grado de fibrosis del análisis histopatológico se han representado según la 
escala de Brunt et al, 1999 [145]. Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 7 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-8 animales por 
condición). 
El análisis de los niveles séricos de GOT, bilirrubina total y fosfatasa alcalina revelaron 
que a los 7 días tras la BDL los ratones de ambos genotipos presentaron un mayor 
grado de daño hepático y biliar comparados con sus correspondientes controles sin 
BDL. Asimismo, los niveles de actividad GOT fueron similares en ambos grupos de 
ratones, mientras que los niveles de bilirrubina fueron más bajos en los ratones 
IRS2KO operados en comparación con los WT, indicando un menor daño hepático en 
ausencia de IRS2. Esto mismo se observó en los niveles de fosfatasa alcalina que 








Figura 12. Análisis de marcadores de daño hepático en el suero 
procedente de ratones WT e IRS2KO a los 7 días post-BDL.  Niveles 
séricos de glutámico oxalacético transaminasa GOT (U/l), bilirrubina total 
(mg/dL) y fosfatasa alcalina (U/l). Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 7 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-8 animales por 
condición). 
 
4.1.3 La deficiencia en IRS2 no altera el grado de fibrosis alcanzado a los 28 días 
después de la BDL. 
Para el análisis del papel del IRS2 a un tiempo más largo en el desarrollo del proceso 
fibrótico inducido por un daño biliar se realizó la BDL a un tercer grupo de ratones de 
ambos genotipos que se sacrificaron a los 28 días después de la operación, tiempo en 
el que está descrito que los ratones desarrollan una fibrosis severa [45]. Al igual que 
con los grupos anteriores, se llevaron en paralelo los correspondientes controles 
(sham). Después del sacrificio de los animales, se recogieron las muestras de hígado 
y suero para su posterior análisis.  
La evaluación histopatológica de las tinciones del tejido hepático no reveló diferencias 
significativas entre los animales operados de los dos genotipos a este tiempo final de 
28 días, encontrando en ambos grupos de ratones un grado de fibrosis mucho más 




Figura 13. Análisis histológico de los hígados procedentes de ratones 
WT e IRS2KO a los 28 días post-BDL. (panel izqdo.) Imágenes 
representativas (20x) de tinciones de hematoxilina-eosina, rojo sirio y 
tricrómico de Masson realizadas en secciones de los hígados. (panel 
dcho.) Representación de los valores del grado de fibrosis. Los valores del 
grado de fibrosis del análisis histopatológico se han representado según la 
escala de Brunt et al, 1999 [145]. Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 28 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 8-12 animales por 
condición). 
 
Además, los niveles séricos de GOT y bilirrubina aumentaron de igual manera en los 
ratones WT e IRS2KO operados respecto a sus controles a los 28 días después de la 
cirugía de BDL, sugiriendo que no existen diferencias entre genotipos en el grado de 
daño hepático. A nivel de daño biliar, los ratones operados de ambos genotipos 
presentaron mayores niveles séricos de fosfatasa alcalina comparados con sus 
respectivos controles, siendo todavía significativamente menores en el suero de los 




Figura 14. Análisis de marcadores de daño hepático en el suero 
procedente de ratones WT e IRS2KO a los 28 días post-BDL. Niveles 
séricos de glutámico oxalacético transaminasa GOT (U/l), bilirrubina total 
(mg/dL) y fosfatasa alcalina (U/l). Grupo experimental: ratones de genotipo 
salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL 
durante 28 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham). 
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 8-12 animales por 
condición). 
Nuestra curiosidad nos llevó a analizar los niveles de glucosa en sangre de los ratones 
sometidos a BDL tras 28 días post-cirugía y no se encontraron diferencias 
significativas entre la glucemia de los ratones IRS2KO operados en comparación con 
los ratones WT operados, aunque los niveles de glucosa basal antes de realizar la 
BDL fueron ligeramente mayores en las hembras IRS2KO como correspondía a su 
fenotipo metabólico (Figura 15). Estos resultados nos indican que los cambios 
producidos a nivel histológico o molecular por la ausencia de IRS2 no fueron debidos a 
una hiperglucemia exacerbada en los animales. 
 
Figura 15. Determinación de la glucemia en los ratones WT e IRS2KO 
antes y 28 días tras BDL. Niveles de glucosa (mg/dL) en sangre. Grupo 
experimental: ratones de genotipo salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 
(IRSKO) antes (panel izqdo.) y tras ser sometidos a la BDL durante 28 días 
(panel dcho.).  
# p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 8-12 animales por condición).  
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4.1.4 La ausencia de IRS2 modifica la síntesis de diferentes ácidos biliares 
acumulados en la vesícula biliar tras la BDL.  
A continuación, se estudió si el retraso en la progresión del proceso fibrótico inducido 
por el daño biliar en los ratones IRS2KO era debido a una síntesis diferencial de 
ácidos biliares entre genotipos. Para ello, se extrajo el líquido biliar acumulado debido 
al proceso de BDL pinchando con una jeringa la vesícula biliar en el momento del 
sacrificio, y el contenido en ácidos biliares se analizó por espectrometría de masas en 
el laboratorio de metabolómica de los Dres. Coral Barbas y Francisco J. Rupérez 
Pascualena (CEMBIO, Universidad CEU San Pablo, Madrid).  
El análisis de los resultados reveló que no existían diferencias en la cantidad total de 
ácidos biliares presentes en el líquido biliar extraído de la vesícula de los ratones WT e 
IRS2KO analizados a los 28 días post-BDL (Figura 16A). Sin embargo, tras un análisis 
más detallado se observó que los ratones IRS2KO operados mostraron un porcentaje 
menor de 3 ácidos biliares en comparación con los ratones WT operados: el ácido 
quenodeoxicólico (CDC), ácido biliar primario con gran capacidad membranolítica 
debido a su gran hidrofobicidad, el ácido ursodeoxicólico (UDC), ácido biliar 
secundario con baja capacidad membranolítica por su poca hidrofobicidad, y el ácido 
taurolitocólico (TLC), el ácido biliar con mayor capacidad de generar estrés oxidativo. 
Por otro lado, el glucoursodeoxicólico (GUDC), derivado del UDC conjugado con 
glicina, se encontró aumentado en los ratones IRS2KO en comparación con los 







Figura 16. Análisis mediante espectrometría de masas de los ácidos 
biliares acumulados en la vesícula biliar de los ratones WT e IRS2KO 
a los 28 días post-BDL. A. Niveles de ácidos biliares totales (ppm). B. 
Porcentaje de ácidos biliares: C, CDC, LC, UDC, GC, TC, TCDC, GUDC, 
TDC, TLC y TMC. Grupo experimental: ratones de genotipo salvaje (WT) y 
deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL durante 28 días.  
# p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 8-12 animales por condición).  
  
4.1.5 La falta de IRS2 modifica la expresión génica de los principales marcadores 
fibrogénicos en el hígado. 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se continuó con el estudio de los genes 
involucrados en el proceso fibrótico para poder determinar las causas por las que los 
ratones IRS2KO sometidos a la BDL presentaron un retraso en la aparición y en el 
desarrollo de fibrosis asociada a daño colestásico a los 3 y 7 días post-cirugía. Para 
ello, se analizaron mediante RT-qPCR los principales genes fibrogénicos en los 
hígados de los grupos de ratones de genotipos WT e IRS2KO que fueron operados y 
posteriormente sacrificados a los 3, 7 y 28 días. 
Como se ha indicado en la introducción, el TGFβ1 es una proteína multifuncional que 
se caracteriza por participar en el desencadenamiento del proceso fibrótico en el 
hígado, siendo capaz de activar a las HSC. El análisis de la expresión de ARNm de 
Tgfβ1 mediante RT-qPCR reveló que los ratones WT doblaron sus niveles en los 3 
tiempos post-BDL estudiados en comparación con los correspondientes ratones 
control (sham) del mismo genotipo, mientras que los ratones IRS2KO operados no 
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aumentaron los niveles de expresión del gen Tgfβ1 en ninguno de los 3 tiempos 
analizados (Figura 17). 
Por otro lado, el análisis de la expresión génica del inhibidor del activador del 
plasminógeno 1 (Serpine 1), que codifica para la proteína PAI1 implicada en la 
deposición de matriz extracelular en los procesos colestásicos, mostró que los niveles 
de este inhibidor fueron mucho más elevados en los ratones WT operados a los 3, 7 y 
28 días que los niveles detectados en los ratones IRS2KO operados, siendo estas 




Figura 17. Análisis de los marcadores fibrogénicos Tgfb1 y Serpine1 
en los hígados procedentes de los ratones WT e IRS2KO tras la BDL. 
Determinación mediante RT-qPCR de los niveles de ARNm del factor de 
crecimiento transformante beta (Tgfb1) y del inhibidor del activador del 
plasminógeno 1 (Serpine 1). Los datos están expresados como veces de 
aumento con respecto a los ratones control (sham) y están representados 
como la media ± SEM. Grupo experimental: ratones de genotipo salvaje 
(WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL durante 3, 7 
y 28 días (BDL), y sus correspondientes controles (sham).  
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-12 animales por 
condición). 
Asimismo, el contenido de ARNm de colágeno tipo 1 (Col1a1), la principal proteína de 
la matriz extracelular, no varió a los 3 días post-BDL ni en los ratones WT ni en los 
ratones IRS2KO operados, al contrario que ocurre con el resto de marcadores 
fibrogénicos estudiados. Sin embargo, se observó que a los 7 días post-BDL los 
ratones WT aumentaron de manera muy significativa la expresión génica del Col1a1 
en comparación con los ratones control (sham) del mismo genotipo, mientras que en 
los ratones IRS2KO esta elevación fue mucho menor. El análisis a los 28 días post-
BDL de este marcador indicó que los niveles de Col1a1 en los hígados de los ratones 
WT e IRS2KO operados aumentaron significativamente con respecto a sus controles 
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(sham), pero sin observarse diferencias significativas entre los dos genotipos (Figura 
18).  
Por último, se analizaron los niveles de expresión génica de la α actina del músculo 
liso (Acta2), que codifica para la proteína αSMA, principal indicador de la activación de 
las HSC encargadas de desencadenar el proceso fibrótico en el hígado, encontrando 
que tanto a los 3 como a los 7 días post-BDL los ratones IRS2KO no alcanzaron los 
niveles de expresión génica detectados en los hígados de los ratones WT operados en 
comparación con los controles (sham) de cada genotipo, mientras que a los 28 días ya 
no se observaron estas diferencias (Figura 18).  
 
 
Figura 18. Análisis de los marcadores fibrogénicos Col1a1 y Acta2 en 
los hígados procedentes de los ratones WT e IRS2KO tras la BDL. 
Determinación mediante RT-qPCR de los niveles de ARNm de Col1a1 y 
Acta2. Los datos están expresados como veces de aumento con respecto 
a los ratones control (sham) y están representados como la media ± SEM. 
Grupo experimental: ratones de genotipo salvaje (WT) y deficientes en el 
gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la BDL durante 3, 7 y 28 días (BDL), y sus 
correspondientes controles (sham).  
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-12 animales por 
condición). 
 
El análisis de todos estos marcadores fibrogénicos en el hígado mostró, en 
concordancia con el estudio histológico, que los ratones IRS2KO operados 
presentaron un retraso en la aparición y en la progresión del proceso fibrótico asociado 
al daño biliar. 
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4.1.6 La ausencia de IRS2 disminuye el componente inflamatorio asociado al 
proceso fibrótico debido a la colestasis biliar.  
Para el estudio del proceso inflamatorio asociado al desarrollo de fibrosis en los 
hígados de los ratones WT e IRS2KO sometidos a BDL se midieron los niveles de 
expresión génica de las principales citoquinas proinflamatorias mediante RT-qPCR.  
En relación a la interleuquina 1 beta (Il1b), citoquina proinflamatoria producida por la 
activación de macrófagos en respuesta al daño, el análisis mostró que a los 7 y 28 
días post-cirugía la elevación de su expresión génica en el hígado de los ratones 
IRS2KO fue mucho menor que en los ratones WT, sin observarse diferencias 
significativas entre ambos genotipos a los 3 días después de la cirugía. Además, el 
aumento de los niveles de expresión de la interleuquina 6 (Il6), citoquina también 
secretada por macrófagos y hepatocitos, alcanzado en los hígados de ratones IRS2KO 
a los 3 y 7 días después de la cirugía fue mucho menor que el detectado en los 
ratones WT a esos mismos tiempos, mientras que a los 28 días tras la cirugía no se 
observaron diferencias significativas entre ambos genotipos. La última citoquina 
proinflamatoria estudiada fue el factor de necrosis tumoral alfa (Tnfa), citoquina que 
estimula la fase aguda de la reacción inflamatoria, y se observó una menor expresión 
en los hígados de los ratones IRS2KO operados en comparación con los ratones WT 
que alcanzó significatividad estadística únicamente a los 3 dias post-BDL (Figura 19). 
A continuación, se estudiaron los niveles de expresión génica de la hemoxigenasa 1 
(Hmox1), diana principal del factor de transcripción antioxidante Nrf2, observándose 
que el aumento detectado en los hígados de los ratones IRS2KO a los 3, 7 y 28 días 
después de la cirugía fue mucho menor en comparación con los valores encontrados 
en los ratones WT en todos los tiempos post-BDL analizados (Figura 19).  
Todos estos resultados apuntan a un retraso en la aparición del proceso inflamatorio y 
del estrés oxidativo asociado al daño colestásico en los ratones IRS2KO en 




Figura 19. Análisis de los marcadores proinflamatorios Il1b, Il6 y Tnfa 
y del gen antioxidante Hmox en los hígados procedentes de los 
ratones WT e IRS2KO tras la BDL. Determinación mediante RT-qPCR de 
los niveles de mRNA de la interleuquina 1 beta (Il1b), interleuquina 6 (Il6), 
factor de necrosis tumoral α (Tnfa) y hemoxigenasa 1 (Hmox1). Los datos 
están expresados como número de veces de aumento con respecto a los 
ratones control (sham) y están representados como la media ± SEM Grupo 
experimental: ratones de genotipo salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 
(IRSKO) sometidos a la BDL durante 3, 7 y 28 días (BDL), y sus 
correspondientes controles (sham).  
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-12 animales por 
condición). 
Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la falta de IRS2 retrasa la 
aparición y desarrollo del proceso fibrótico inducido por el daño colestásico que podría 
ser debido a un retraso en el daño inflamatorio y oxidativo que conduce a la activación 








4.2 Estudio mecanístico de la ruta de señalización que conlleva a la 
activación de las HSC inducida por el IGF1: evaluación del papel de IRS2 en este 
proceso celular.  
Una vez descrito el fenotipo de la progresión de la fibrosis hepática en los ratones 
IRS2KO y WT tras la BDL, se ha analizado a nivel molecular el impacto de la ausencia 
del IRS2 en la activación de las HSC que, como ya se ha comentado, son esenciales 
en el proceso fibrótico. Como modelo celular se ha trabajado con la línea de HSC 
humana LX2 que ha sido ampliamente utilizada para el estudio de los mecanismos 
moleculares asociados a la fibrosis hepática, y se utilizó el factor de crecimiento IGF1 
como inductor de la activación de las HSC debido a que el IRS2 es una molécula clave 
es su ruta de señalización. 
4.2.1 El IGF1 activa las HSC y promueve su diferenciación a miofibroblastos.  
En los primeros experimentos realizados se estimularon las células LX2 con IGF1 a 
una concentración de 10 nM durante 24 horas, tal como se indica en la sección de 
Materiales y Métodos. En las imágenes por contraste de fases que se tomaron tras el 
tratamiento se observó que las células que recibieron IGF1 mostraron características 
morfológicas de HSC activadas, un fenotipo característico de los miofibroblastos, en 
comparación con las células control que no habían sido estimuladas (Figura 20A). A 
continuación, se sembraron las células sobre cristales y se sometieron a las mismas 
condiciones de estimulación para realizar ensayos de inmunofluorescencia para así 
detectar los niveles de las proteínas αSMA y COL1, marcadores de activación de las 
HSC. La cuantificación de las imágenes obtenidas indicó que la expresión de ambas 
proteínas aumentó de manera significativa en las células LX2 estimuladas con IGF1 en 






Figura 20. Análisis de los marcadores de activación de las HSC tras la 
estimulación con IGF1. A. Imágenes representativas de microfotografías 
de contraste de fases (10X). B. (panel izqdo.) Imágenes representativas de 
la inmunofluorescencia de αSMA y COL1. (panel dcho.) Cuantificación de 
la inmunofluorescencia. Los datos están expresados como número de 
veces de aumento con respecto a las células sin estimular y están 
representados como la media ± SEM. Tratamiento celular: células LX2 
tratadas con IGF1 (10 nM) durante 24 horas, y sus correspondientes 
controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control. (n=5 experimentos independientes por 
duplicado). 
 
Para analizar las vías de señalización activadas tras el tratamiento con IGF1, se 
estimularon células LX2 con IGF1 a la concentración de 10 nM durante 15 minutos y 
se analizó mediante Western Blot la fosforilación del IGF1R, AKT y ERK, 
encontrándose todas ellas elevadas en las células LX2 tratadas en comparación con 
los controles sin tratar (Figura 21A). Además, se analizó la expresión de la MMP9 
mediante inmunofluorescencia ya que se trata de una metaloproteasa de matriz 
extracelular que se encuentra sobreexpresada tras la activación de las HSC y su 
expresión está regulada por las MAPK [149]. La cuantificación de estas 
inmunofluorescencias junto con las imágenes obtenidas mediante microscopía 
confocal reveló que la expresión de la MMP9 fue mucho más elevada en las células 
LX2 tratadas con IGF1 a la concentración 10 nM durante 24 horas comparadas con las 




Figura 21. Análisis de las vías de señalización implicadas en la 
activación de las HSC tras la estimulación con IGF1. A. (panel izqdo.) 
Western Blot representativo que muestra los niveles de pIGF1R, pAKT y 
pERK. (panel dcho.) Cuantificación de los blots. Los datos están 
expresados como porcentaje de estimulación con respecto a las células sin 
estimular y están representados como la media ± SEM. B. (panel izqdo.) 
Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de MMP9. (panel 
dcho.) Cuantificación de la inmunofluorescencia. Los datos están 
expresados como número de veces de aumento con respecto a las células 
sin estimular y están representados como la media ± SEM. Tratamiento 
celular: células LX2 tratadas con IGF1 (10 nM) durante 15 minutos (A) o 24 
horas (B), y sus correspondientes controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control. (n=3-5 experimentos independientes por 
duplicado). 
 
4.2.2 El silenciamiento de IRS2 en la línea celular LX2 revierte la activación y 
diferenciación de las HSC hacia miofibroblastos inducidas por el IGF1.  
Una vez definidas las condiciones experimentales para el tratamiento de las células 
LX2 con IGF1, el siguiente objetivo consistió en conseguir el silenciamiento del gen 
IRS2 y, así, analizar los marcadores de activación en esta línea celular. Para ello, se 
realizó una transfección estable con partículas lentivirales control (shControl) o con 
partículas lentivirales shRNA IRS2 (shIRS2) obteniendo un 80% de silenciamiento 
para el gen IRS2 tras el análisis realizado mediante RT-qPCR (Figura 22A). A 
continuación, se repitió el experimento anteriormente descrito, estimulando las células 
  
99 
shControl y shIRS2 con IGF1 a una concentración de 10 nM durante 24 horas y 
llevando en paralelo los controles correspondientes sin estimular. Las imágenes de 
microscopía de contraste de fases revelaron que las células shControl estimuladas con 
IGF1 mostraron características morfológicas de HSC activadas y un fenotipo 
miofibroblástico comparado con las células shControl que no habían sido estimuladas. 
Sin embargo, las células LX2 shIRS2 estimuladas con IGF1 en las mismas 
condiciones mantuvieron un fenotipo quiescente semejante a las células control sin 
estimular (Figura 22B). El análisis mediante inmunoflurorescencia de los niveles αSMA 
y COL1 mostró que las células shControl estimuladas con IGF1 expresaron de manera 
mucho más elevada ambas proteínas en comparación a las células shIRS2 




Figura 22. Análisis de los marcadores de activación de las HSC 
inducida por IGF1 en células silenciadas para el gen IRS2. A. 
Determinación mediante RT-qPCR de los niveles de mRNA de IRS2. Los 
datos están expresados como número de veces de cambio con respecto a 
las células control (shC). B. Imágenes representativas de microfotografías 
de contraste de fases (10X). C. (panel izqdo.) Imágenes representativas de 
la inmunofluorescencia de αSMA y COL1. (panel dcho.) Cuantificación de 
la inmunofluorescencia. Los datos están expresados como número de 
veces de aumento con respecto a las células sin estimular y están 
representados como la media ± SEM. Tratamiento celular: células LX2 
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transfectadas con partículas lentivirales control (shControl) o con partículas 
lentivirales para el silenciamiento de IRS2 (shIRS2), y tratadas con IGF1 
(10 nM) durante 24 horas, y sus correspondientes controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control. (n= 3 experimentos independientes por 
duplicado). 
 
La siguiente aproximación fue analizar la implicación del IRS2 en la señalización que 
regula la activación de las HSC inducida por IGF1 a través de la vía de las MAPK. 
Para ello se utilizaron las líneas celulares LX2 shControl y shIRS2 que se estimularon 
con IGF1 (10 nM) durante 15 minutos. El análisis realizado mediante por Western Blot 
mostró que mientras que no se encontraron diferencias en los niveles de fosforilación 
del IGF1R entre las células shControl y las células shIRS2 estimuladas con IGF1, la 
fosforilación de AKT y de ERK fue mucho menor en estas últimas (Figura 23A). Por 
otro lado, se estudió la expresión proteica de la MMP9 mediante inmunofluorescencia 
en ambos tipos de células. Los resultados mostraron que el aumento significativo de la 
expresión de MMP9 encontrado en las células shControl estimuladas con IGF1 con 
respecto a las células shControl sin estimular no se apreció en las células shIRS2 
estimuladas en las mismas condiciones (Figura 23B).  
 
Figura 23. Análisis de las vías de señalización implicadas en la 
activación de las HSC inducida por IGF1 en células silenciadas para el 
gen IRS2. A. (panel izqdo.) Western Blot representativo que muestra los 
niveles de pIGF1R, pAKT y pERK. (panel dcho.) Cuantificación de los 
blots. Los datos están expresados como porcentaje de estimulación con 
respecto a las células shControl sin estimular y están representados como 
  
101 
la media ± SEM. B. (panel izqdo.) Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia de MMP9. (panel dcho.) Cuantificación de la 
inmunofluorescencia. Los datos están expresados como número de veces 
de aumento con respecto a las células control sin estimular y están 
representados como la media ± SEM. Tratamiento celular: células LX2 
transfectadas con partículas lentivirales control (shControl) o con partículas 
lentivirales para el silenciamiento de IRS2 (shIRS2), y tratadas con IGF1 
(10 nM) durante 15 minutos (A) o 24 horas (B), y sus correspondientes 
controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control; # p<0.05, shIRS2 vs. shC. (n= 3 experimentos 
independientes por duplicado). 
 
Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en la línea celular LX2 con 
silenciamiento del gen IRS2 sugieren que la ausencia de esta proteína de la familia 
IRS impide la activación de las HSC inducida por la acción del IGF1. 
 
4.2.3 El bloqueo de la ruta de señalización mediada por ERK inhibe la activación de 
las HSC inducida por el IGF1.  
La última aproximación experimental que se realizó fue el análisis de la implicación de 
la vía IGF1R-ERK1/2-MMP9 en la activación de las HSC. Para ello, las células LX2 se 
pretrataron con PD98059, un inhibidor farmacológico de MEK, proteína quinasa 
responsable de la activación de ERK1/2, durante 2 horas y, posteriormente, se 
estimularon dichas células con IGF1 (10 nM) durante 24 horas. En las imágenes 
tomadas mediante contraste de fases al finalizar el tratamiento se observó que tal 
como ocurría en experimentos anteriores, las células que recibieron el estímulo del 
IGF1 en ausencia del inhibidor mostraron características morfológicas de HSC 
activadas en comparación con las células control sin estimular. Sin embargo, las 
células que fueron pretratadas durante 2 horas con el inhibidor de MEK no mostraron 
ningún fenotipo de activación 24 horas después de la estimulación con IGF1 (Figura 
24A). Asimismo, se realizó el análisis mediante inmunoflurorescencia de la expresión 
de αSMA y COL1, y el aumento de los niveles de estas proteínas tras la estimulación 
con IGF1 no se observó en las células que fueron pretratadas con el inhibidor 





Figura 24. Análisis de los marcadores de activación de las HSC 
inducida por IGF1 en presencia del inhibidor farmacológico de MEK, 
PD98059. A. Imágenes representativas de microfotografías de contraste 
de fases (10X). B. (panel izqdo.) Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia de αSMA y COL1. (panel dcho.) Cuantificación de la 
inmunofluorescencia. Los datos están expresados como número de veces 
de aumento con respecto a las células sin estimular y están representados 
como la media ± SEM. Tratamiento celular: células LX2 pretratadas con 
PD98059 (20 µM) durante 2 horas y tratadas con IGF1 (10 nM) durante 24 
horas, y sus correspondientes controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control; # p<0.05, PD vs. células sin pretratar (n= 3 
experimentos independientes por duplicado). 
 
A continuación, se estudió la activación de la vía de señalización IGF1R-ERK1/2-
MMP9 en las células LX2 pretratadas con el inhibidor farmacológico de MEK y 
estimuladas con IGF1 durante 15 minutos. El análisis realizado mediante Western Blot 
de la fosforilación del IGF1R mostró que tanto las células LX2 estimuladas con IGF1 
durante 15 minutos pretratadas o sin pretratar con el PD98059 (20 μM) durante 2 
horas presentaron un aumento en la fosforilación del IGF1R, indicando una correcta 
estimulación y activación del receptor IGF1R por su ligando. Además, no se detectaron 
diferencias en cuanto a la fosforilación de AKT mientras que en las células que habían 
sido pretratadas con el PD98059 no observó la fosforilación de ERK1/2 en 
comparación con sus controles sin pretratar, lo que indica que la inhibición 
farmacológica de ERK1/2 inducida por PD98059 es muy selectiva (Figura 25A). Por 
último, se realizó el análisis mediante inmunofluorescencia de la expresión de la 
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metaloproteasa MMP9 y se comprobó tanto en las fotografías de microscopía confocal 
como en su correspondiente cuantificación que las células LX2 que fueron pretratadas 
con el inhibidor farmacológico de MEK y estimuladas con IGF1 durante 24 horas no 
presentaron un aumento en la expresión de la MMP9 con respecto a sus controles sin 
estimular, aumento que sí se observó en las células LX2 que no fueron pretratadas 
con dicho inhibidor (Figura 25B). 
 
Figura 25. Análisis de las vías de señalización implicadas en la 
activación de las HSC inducida por IGF1 en presencia del inhibidor 
farmacológico de MEK, PD98059. A. (panel izqdo.) Western Blot 
representativo que muestra los niveles de pIGF1R, pAKT y pERK. (panel 
dcho.) Cuantificación de los blots. Los datos están expresados como 
porcentaje de estimulación con respecto a las células sin estimular y están 
representados como la media ± SEM. B. (panel izqdo.) Imágenes 
representativas de la inmunofluorescencia de MMP9. (panel dcho.) 
Cuantificación de la inmunofluorescencia. Los datos están expresados 
como número de veces de aumento con respecto a las células sin 
estimular y están representados como la media ± SEM. Tratamiento 
celular: células LX2 pretratadas con PD98059 (20 µM) durante 2 horas y 
tratadas con IGF1 (10 nM) durante 15 minutos (A) o 24 horas (B), y sus 
correspondientes controles sin estimular. 
* p<0.05, IGF1 vs. control; # p<0.05, PD vs. células sin pretratar (n= 3 




Estos resultados indican que la inhibición de la vía de ERK reduce la activación de las 
HSC en respuesta a IGF1, al menos en parte porque impide la inducción de la 




4.3 La ausencia de IRS2 modifica la expresión génica de IRS1 y MMP9 en 
ratones sometidos a BDL. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos in vitro que han establecido una conexión 
entre la señalización mediada por el IGF1 vía ERK1/2 y la expresión de la MMP9, 
analizamos la expresión de las proteínas clave en la vía de señalización de IGF1 en 
los hígados de los ratones WT e IRS2KO a los que se les había sometido a la BDL y 
se sacrificaron a los 3, 7 y 28 días después de la cirugía. El objetivo de este estudio 
fue determinar si esta vía de señalización se encuentra alterada en los hígados en el 
modelo experimental murino de fibrosis hepática.  
El análisis mediante RT-qPCR reveló que a los 3 días después de la cirugía, los 
hígados de los ratones WT e IRS2KO presentaron un aumento significativo en la 
expresión génica del Igf1r en ambos genotipos (Figura 26). En tiempos posteriores se 
observó que los niveles del mRNA del Igf1r se normalizaron, retornando a la situación 
basal a los 28 días después de la cirugía en los ratones WT y a los 7 días post-cirugía 
en los ratones IRS2KO. El análisis de la expresión génica de Ptpn1, el principal 
regulador negativo y responsable de la defosforilación del IGF1R [137], mostró un 
patrón de modulación tras la BDL similar al de Igf1r. Por otro lado, la expresión tanto 
del Irs1 como de Irs2 se encontró disminuida de manera muy significativa en los 
ratones WT operados en los 3 tiempos después de la cirugía analizados en 
comparación con los ratones WT no sometidos a la BDL (sham). No obstante, los 
ratones IRS2KO presentaron la diminución en la expresión del gen Irs1 en el tiempo 
inicial de 3 días, pero, curiosamente, a los 7 días post-BDL se observó un aumento 
muy significativo en la expresión génica del Irs1 en los hígados de estos ratones en 
comparación con sus controles (sham) y con los ratones WT operados. Además, a los 
28 días después de la BDL los niveles de expresión génica de Irs1 en los ratones 
IRS2KO continuaron elevados de manera significativa en comparación con los ratones 






Figura 26. Análisis de expresión génica de los mediadores de la vía de 
señalización del IGF1 en los hígados procedentes de ratones WT e 
IRS2KO sometidos a la BDL. Determinación mediante RT-qPCR de los 
niveles del mRNA del sustrato del receptor de la insulina tipo 1 (Irs1), del 
sustrato del receptor de la insulina tipo 2 (Irs2), del receptor del IGF1 (Igf1r) 
y de la proteína tirosina fosfatasa 1b (Ptpn1). Los datos están expresados 
como número de veces de aumento con respecto a los ratones control 
(sham) y están representados como la media ± SEM. Grupo experimental: 
ratones de genotipo salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) 
sometidos a la BDL durante 3, 7 y 28 días (BDL), y sus correspondientes 
controles (sham).  
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-12 animales por 
condición). 
 
Finalmente, el análisis mediante RT-qPCR de los ratones WT e IRS2KO sometidos a 
BDL durante 3, 7 y 28 días reveló que los ratones WT aumentaron de manera 
significativa los niveles hepáticos de expresión Mmp9 en los 3 tiempos analizados 
después de la cirugía, mientras que en los ratones IRS2KO operados únicamente 
aumentaron de manera significativa a los 7 días post-BDL y, además, de manera 





Figura 27. Análisis de la expresión génica de Mmp9 en los hígados 
procedentes de ratones WT e IRS2KO sometidos a la BDL. 
Determinación mediante RT-qPCR de los niveles de mRNA de la 
metaloproteinasa de matriz (Mmp9). Los datos están expresados como 
veces de aumento con respecto a los ratones control (sham) y están 
representados como la media ± SEM. Grupo experimental: ratones de 
genotipo salvaje (WT) y deficientes en el gen Irs2 (IRSKO) sometidos a la 
BDL durante 3, 7 y 28 días (BDL), y sus correspondientes controles 
(sham).  
* p<0.05, BDL vs. sham; # p<0.05, IRS2KO vs. WT. (n= 6-12 animales por 
condición). 
 
Estos resultados indican que la ausencia de IRS2 podría afectar a la señalización 











































La fibrosis hepática ocurre como un proceso de cicatrización en respuesta al daño 
hepático subyacente a enfermedades crónicas del hígado de diversa etiopatología 
como el consumo excesivo de alcohol, infección por el virus de la hepatitis, la 
esteatosis, la resistencia a la insulina, así como por procesos colestásicos. El proceso 
fibrótico se inicia con una respuesta inflamatoria con el fin de compensar y resolver el 
daño subyacente. Sin embargo, cuando la inflamación no puede ser resuelta porque el 
daño no remite, la respuesta inflamatoria desencadena un proceso fibrogénico que 
implica una alteración en la composición y distribución de la ECM en el hígado, todo 
ello provocado por la activación de las HSC [33-35].  
IRS2 es una molécula clave en la vía de señalización que media la acción de la 
insulina ya que los ratones deficientes en el gen Irs2 presentan hiperglucemia en el 
ayuno, resistencia sistémica a la insulina, intolerancia a la glucosa, disfunción de las 
células β pancreáticas; en resumen, procesos que desencadenan una DMT2 muy 
severa en los machos y un estado prediabético en las hembras manifestándose por 
tanto un dimorfismo sexual [127]. De hecho, estudios previos de nuestro laboratorio 
demostraron que a nivel hepático estos ratones desarrollan una profunda resistencia a 
la insulina perdiendo la capacidad para inducir la síntesis de glucógeno, así como para 
inhibir la gluconeogénesis en respuesta a la hormona [139]. Asimismo, los hepatocitos 
inmortalizados deficientes en el gen Irs2 pierden la respuesta a la insulina en relación 
con el rescate de la apoptosis inducida tras la retirada de factores tróficos del medio de 
cultivo [132]. Estos resultados, junto con los trabajos aportados por otros laboratorios, 
sugieren que además de regular las acciones metabólicas de la insulina, el IRS2 está 
implicado en otros procesos celulares como el balance de muerte 
celular/supervivencia en los hepatocitos. Sin embargo, el papel del IRS2 en otros 
procesos fisiopatológicos en el hígado apenas ha sido estudiado. Por ello, en el 
presente trabajo se ha estudiado el impacto de la deficiencia del gen Irs2 en la 
aparición y desarrollo del proceso fibrótico asociado al daño biliar en el hígado.  
Para llevar a cabo este estudio se han utilizado ratones hembras deficientes en el gen 
Irs2 debido a que, tal como se ha señalado anteriormente y detallado en la sección de 
introducción, presentan un fenotipo metabólico prediabético mucho más moderado que 
los ratones machos. Como modelo preclínico de enfermedad utilizamos la ligadura del 
ducto biliar, cirugía ampliamente utilizada para inducir daño colestásico en el hígado. 
Este modelo es capaz de reproducir las principales características histológicas del 
proceso fibrótico que ocurre en los humanos, incluyendo inflamación, regeneración y 
acumulación de fibras de colágeno, desarrollándose una fibrosis completa a los 28 




Los resultados obtenidos revelaron un retraso en la aparición y progresión del proceso 
fibrótico asociado a daño biliar en el hígado de los animales IRS2KO sometidos a la 
cirugía de BDL en comparación con sus correspondientes controles de genotipo WT. 
El análisis histológico de las muestras de los hígados de los ratones sacrificados a 
diferentes tiempos tras la BDL reveló que la ausencia de IRS2 conducía a un 
descenso en el grado de fibrosis a los 3 y 7 días. Sin embargo, tras 28 días post-BDL, 
momento en el que la fibrosis está completamente establecida en este modelo 
experimental, los marcadores de dicho proceso fueron semejantes en ambos 
genotipos. En esta misma línea, los principales indicadores bioquímicos de daño 
hepático y biliar, bilirrubina y fosfatasa alcalina, se encontraron disminuidos 
significativamente a los 3 y 7 días post-BDL en los ratones IRS2KO frente a los 
ratones WT. Sin embargo, los niveles de bilirrubina total fueron comparables en ambos 
genotipos a los 28 días post-BDL en paralelo con el análisis histológico de los hígados 
en este tiempo final. Cabe destacar que el marcador bioquímico fosfatasa alcalina se 
mantuvo disminuido en los ratones IRS2KO a los 28 días, sugiriendo que, aunque sin 
diferencias en el grado de fibrosis, el daño biliar en los ratones IRS2KO era inferior 
que el de los ratones de genotipo salvaje en el tiempo final del experimento. 
El análisis de la expresión génica de los principales marcadores fibrogénicos apoyó los 
resultados obtenidos a nivel histológico y bioquímico puesto que en todos los tiempos 
analizados después de la cirugía, los ratones IRS2KO presentaron una disminución en 
la expresión génica de Serpine1, gen que codifica para para proteína inhibidor del 
activador del plasminógeno (PAI1), que en niveles elevados contribuye a la excesiva 
acumulación de fibras de colágeno y otras proteínas de la ECM [150], así como de 
Tgfb1, principal inductor del proceso fibrogénico implicado en la activación de las HSC 
[151]. Además, los niveles de expresión génica de Col1a1 y Acta2, marcadores de 
activación de las HSC [152], apoyaron los resultados anteriores puesto que la 
expresión de Col1a1 se redujo significativamente en ratones IRS2KO a los 7 días 
después de la cirugía y la de Acta2 mostró este descenso a los a 3 y 7 días, indicando 
que el retraso en el desarrollo del proceso fibrótico podría deberse a una menor 
activación de las HSC.  
De la misma manera, la respuesta inflamatoria desencadenada en respuesta al daño 
hepático colestásico se retrasó en el tiempo en los ratones IRS2KO sometidos a BDL 
ya que sus hígados no presentaron un aumento significativo de las principales 
citoquinas proinflamatorias (IL1β, IL6 y TNFα) en los primeros días después de la 
cirugía.  
Por otra parte, aunque no se observaron diferencias en los niveles totales de ácidos 




el análisis realizado por técnicas metabolómicas reveló diferencias en el perfil de su 
composición destacando principalmente el descenso significativo de los niveles de 
ácido quenodeoxicólico (CDC), ácido biliar altamente citotóxico por su gran 
hidrofobicidad [21], en los ratones IRS2KO operados. Curiosamente, estudios previos 
revelaron que el CDC es capaz de activar el sistema inflamosoma provocando 
mayores niveles de la citoquina proinflamatoria IL1β [153], lo que podría explicar los 
bajos niveles de esta citoquina que encontramos en los hígados de los ratones 
IRS2KO a los 7 y 28 días post-BDL. Por otro lado, se detectó un descenso significativo 
en los niveles de ácido taurolitocólico (TLC) en estos ratones. El TLC es el ácido biliar 
con mayor capacidad de generación de estrés oxidativo en el hígado [154, 155], hecho 
que se evidencia por los bajos niveles de expresión génica de Hmox1, gen que 
codifica para la hemoxigenasa que tiene un papel clave en la respuesta antioxidante, 
en los 3 tiempos analizados post-BDL en los ratones IRS2KO en comparación con los 
ratones de genotipo WT. De hecho, este perfil menos proinflamatorio de la 
composición de los ácidos biliares acumulados tras la BDL en la vesícula biliar del 
ratón IRS2KO podría explicar en parte que el componente inflamatorio asociado al 
proceso fibrótico en estas condiciones se encuentre disminuido.  
En base a los resultados obtenidos, se plantearon los posibles mecanismos 
moleculares que podrían estar implicados en el retraso en la aparición y desarrollo de 
fibrosis inducida por daño colestásico en los ratones IRS2KO. Por un lado, el IRS2 es 
una molécula fundamental en la vía de señalización mediada por los receptores de 
insulina e IGF1 y, por otro, se ha postulado que el IGF1 tiene un papel importante en el 
proceso fibrogénico [156], así que decidimos explorar si las alteraciones en la 
modulación de la señalización del sistema IGF1/IGF1R debidas a la ausencia del IRS2 
pudieran explicar, al menos en parte, el fenotipo encontrado. 
De acuerdo con esta hipótesis, un estudio previo había demostrado que la falta del 
IGF1R en las células hepáticas disminuye el daño hepatocelular a los 3 días después 
de someter a los ratones a BDL, proceso que fue monitorizado por una disminución en 
los marcadores de daño hepático en suero, en el área de las zonas infartadas en el 
tejido hepático y en los niveles de expresión génica de  los marcadores fibrogénicos en 
el hígado [157]. Curiosamente, al igual que ocurre en el modelo deficiente en IRS2 
estudiado en esta Tesis Doctoral, las diferencias entre ambos genotipos desaparecen 
a tiempos más tardíos después de la BDL, tiempos en los cuales la fibrosis ya se 
encuentra establecida. Estos resultados sugieren que una disminución en la 
señalización regulada por el sistema IGF1/IGF1R bien por deficiencias en el IGF1R o 
en IRS2, conlleva un retraso en la aparición de los síntomas asociados al proceso 




A la vista de los resultados obtenidos en el modelo animal nos planteamos si los 
efectos encontrados podrían deberse a cambios en la capacidad del IGF1 para activar 
las HSC [156]. En la literatura existen controversias en relación a este tema. Por un 
lado, se ha demostrado que el IGF1 actúa sobre las HSC y suprime su activación, 
causando la senescencia celular y previniendo la fibrosis [158]. En contraposición, 
existen otros estudios que otorgan al IGF1 un papel profibrogénico y lo relacionan con 
la activación de las HSC. De hecho, en cultivos primarios y en líneas celulares de 
HSC, el IGF1 aumenta su proliferación [159] y favorece la expresión de colágeno 
[156]. En este sentido, observamos que las HSC procedentes de la línea celular de 
origen humano LX2 mostraron un fenotipo fibroblástico de activación tras la 
estimulación con IGF1 con respecto a las células que no recibieron estímulo, además 
de expresar los marcadores de activación COL1 y αSMA. A nivel molecular, la 
capacidad del IGF1 de inducir la fosforilación de ERK1/2 podría explicar el aumento en 
la síntesis del colágeno ya que un estudio previo demostró que el IGF1 es capaz de 
aumentar los niveles de expresión colágeno en las HSC y este efecto es revertido por 
el inhibidor de MEK, proteína quinasa que fosforila y activa a ERK1/2, PD98059 [156]. 
Curiosamente, este trabajo reveló que la insulina induce la proliferación de las HSC 
pero no favorece la síntesis de colágeno. La capacidad del IGF1 para inducir la 
fosforilación de ERK1/2, efecto que la insulina no consigue en estas células, podría 
explicar el diferente comportamiento de estas hormonas sobre la activación de las 
HSC [156]. De hecho, en el modelo celular LX2 empleado en nuestro trabajo también 
se observó que la insulina no activaba de dichas células (resultado no mostrado) y, en 
concordancia con el estudio anteriormente mencionado, el IGF1 fue capaz de inducir 
la fosforilación de IGF1R y ERK1/2. Además, el pretratamiento de estas células con el 
inhibidor PD98059 bloqueó la fosforilación de ERK1/2, pero no la del IGF1R, y con ello 
se impidió la activación de las HSC tras la estimulación con IGF1, hecho que se 
evidenció por la ausencia del aumento en los niveles de expresión proteica de COL1 y 
αSMA en las células pretratadas con el inhibidor. Asimismo, se observó mediante la 
visualización al microscopio un estado quiescente en las células pretratadas con el 
inhibidor y estimuladas con IGF1 en comparación con las células que no recibieron 
inhibidor y fueron estimuladas con IGF1 en las que sí que se observó la adquisición de 
un fenotipo fibroblástico como ya se ha comentado.  
En relación con la activación de ERK1/2, se sabe que la vía de señalización de las 
MAPK aumenta la expresión de la metaloproteinasa de matriz extracelular MMP9 
[149]. La MMP9 está implicada en la degradación de la matriz extracelular en 
condiciones basales [47]. En diversos estudios se ha observado como los niveles de 




como en modelos animales [160].  La región del promotor del gen que codifica para la 
expresión de MMP9 contiene dominios de unión a AP1 [161], lo que implica un papel 
crucial de la ruta de las MAPK en la regulación de su expresión génica. Varios 
estudios en diferentes tipos celulares, incluidas las HSC, han sugerido un papel 
fundamental de ERK1/2 en la activación de la MMP9 [162]. En este sentido, al analizar 
la expresión proteica de la MMP9 mediante inmunofluorescencia en las células LX2 
tratadas con IGF1 se observó un aumento significativo, que fue revertido en presencia 
del inhibidor PD98059, indicando la implicación de ERK1/2 en la inducción de la 
expresión de la MMP9.  
Una vez establecida la importancia de la activación de ERK1/2 en la ruta de 
señalización mediada por el sistema IGF1-IGF1R que conduce a la activación de las 
HSC, se estudió el papel del IRS2 en este proceso. Para ello, se silenció el gen de 
IRS2 mediante transfección estable en la línea celular LX2. La falta de IRS2 en estas 
células impidió la adquisición del fenotipo fibroblástico característico tras el tratamiento 
con el IGF1 y disminuyó de manera significativa la expresión de los marcadores de 
activación de las HSC. Además, el análisis de la vía de señalización mediada por el 
IGF1R reveló que la fosforilación de las dos dianas clave de la vía de señalización 
mediada por este receptor, ERK1/2 y AKT, se encontraba disminuida en las células 
tras el silenciamiento de IRS2 en comparación con las células control. De igual 
manera, la expresión de MMP9 inducida por IGF1 fue menor en las células LX2 
deficientes en IRS2, tal como se refleja en la Figura 28, sugiriendo que el IRS2 es un 
componente clave de la vía de señalización IGF1R-ERK1/2-MMP9 que conduce a la 







Figura 28: El bloqueo de la ruta de señalización IGF1-IGF1R por 
ausencia de IRS2 o inhibición de ERK1/2 impide la activación de HSC 
inducida por el IGF1. La ausencia de IRS2 en las células estelares 
hepáticas impide su activación ya que se bloquea la activación de las 
mismas mediada por la ruta IGF1/IGF1R.  
Además de ERK1/2, AKT es una proteína fundamental en la señalización del IGF1R. 
Asimismo, se ha descrito que la ruta PI3K-AKT es importante en la activación de las 
HSC inducida por insulina y glucosa [163]. De hecho, un trabajo demostró que un 
bloqueo de esta ruta produce una inactivación de las HSC, favoreciendo su apoptosis 
[164]. Otro estudio plantea que AKT2, la isoforma de AKT que media las funciones 
metabólicas de la insulina en el hígado [165], es necesaria para la activación de las 
HSC en un modelo murino de fibrosis [166]. Sin embargo, el papel específico de AKT 
en la activación de HSC inducida por IGF1 no ha sido estudiado, lo que sería muy 
interesante para futuras investigaciones.  
Los resultados encontrados en esta Tesis Doctoral están en concordancia con varios 
estudios realizados en el modelo murino deficiente en el gen Irs2 que revelan que es 
un componente fundamental en la vía de señalización mediada por el IGF1R en 
distintos tipos celulares. Entre ellos, se ha descrito el papel clave del IRS2 en la 
regulación de la vía de señalización del IGF1 que controla el crecimiento y la 
supervivencia de las células β pancreáticas [74]. Además, se sabe que el IRS2 
también es capaz de coordinar la señalización de IGF1-IGF1R en el sistema nervioso 
central donde esta vía es esencial para el crecimiento del cerebro durante el desarrollo 
de los ratones [148]. Asimismo, se ha estudiado el papel del IRS2 y su implicación en 
la señalización mediada por el IGF1R en las retinas de los ratones IRS2KO, cuya vía 




Teniendo en cuenta los trabajos anteriormente mencionados, en esta Tesis Doctoral 
se analizaron los niveles de expresión de los componentes de la señalización mediada 
por el IGF1R en el modelo experimental de colestasis hepática encontrando que la 
expresión génica del Igf1r aumentó de manera significativa en el hígado de ambos 
genotipos en los primeros días tras la BDL, descendiendo a los niveles basales en 
tiempos más tardíos. Esta modulación en la expresión génica del Igf1r podría 
explicarse como un intento de compensar el aumento en la expresión del gen Ptpn1, 
conocido modulador negativo de esta ruta de señalización, que se observó en 
paralelo. Además, los niveles de expresión génica de Irs1 e Irs2 en los ratones WT 
sometidos a la BDL disminuyeron en todos los tiempos analizados tras la cirugía. Sin 
embargo, en el hígado de los ratones IRS2KO se observó un aumento en la expresión 
génica del Irs1 a los 7 días post-cirugía. Este resultado podría ser debido a que en un 
primer momento (3 días post-BDL) estos ratones mostraron un aumento significativo 
en los niveles séricos de GOT con respecto a los niveles de los ratones WT, lo que 
podría indicar un mayor daño hepatocelular que sería probablemente compensado por 
un aumento de Irs1 para sí mantener la señalización vía IGF1R que es fundamental en 
los procesos de reparación y supervivencia celular. 
Dentro de la familia de las proteínas IRS, el IRS1 y el IRS2 se expresan de manera 
ubicua en todos los tejidos periféricos diana de la insulina e IGF1 [98], así como en 
ciertas regiones del sistema nervioso central responsables del control del balance 
energético del organismo [169]. Resulta intrigante el hecho de que siendo ambas 
moléculas mediadoras de las cascadas intracelulares desencadenadas tras la unión 
de la insulina o el IGF1 a sus respectivos receptores, la ausencia de uno de ellos 
origine alteraciones metabólicas y/o neurológicas severas. Entre los muchos ejemplos 
que han sido reportados sobre la especificidad de las proteínas IRS a nivel tisular 
podríamos destacar los trabajos pioneros publicados en la década de los años 90 por 
el laboratorio del Dr. Ronald C Kahn (Universidad de Harvard) demostrando que la 
deficiencia en IRS1 en el músculo esquelético y en el tejido adiposo blanco no era 
compensada por el IRS2 de manera que los ratones IRS1KO desarrollan una profunda 
resistencia a la insulina que no conducía a DMT2 debido al correcto mantenimiento de 
la respuesta proliferativa de las células beta pancreáticas que está mediada por la ruta 
IGF1R-IRS2 [121]. Trabajos posteriores de este mismo laboratorio demostraron que 
los adipocitos marrones deficientes en IRS1 perdían la capacidad de diferenciarse a 
un fenotipo termogénico maduro, así como la incapacidad de los adipocitos marrones 
deficientes en IRS2 de responder a la insulina en relación con el transporte de 
glucosa, lo que evidenciaba una especificidad celular en las acciones de las proteínas 




resistencia a la insulina cerebral parece ser una característica temprana y común de la 
enfermedad de Alzheimer, un proceso acompañado de resistencia al IGF1 y 
estrechamente asociado con la disfunción de la señalización de ambas hormonas vía 
IRS1, lo que resulta en la acumulación de oligómeros de β amiloide que promueven el 
deterioro cognitivo [171].   
Volviendo a la señalización mediada por el IGF1R en el modelo de colestasis hepática, 
aunque no se ha estudiado el grado de activación de esta ruta directamente, la 
deficiencia génica en Irs2 per sé y la menor inducción de los niveles de expresión 
génica de Mmp9 en los ratones IRS2KO sometidos a BDL sugieren que en el hígado 
de estos ratones esta señalización se encuentra atenuada con respecto a los ratones 
WT, hecho que explicaría desde un punto de vista molecular el retraso en la aparición 
y desarrollo del proceso fibrótico desencadenado por la vía de señalización IGF1R-
ERK1/2-MMP9 observado en ausencia de IRS2. De hecho, un estudio más exhaustivo 
sobre la activación de esta vía de señalización en este modelo de estudio sería muy 
interesante para futuras investigaciones. 
Hace 10 años se planteó el tratamiento con IGF1 como una opción terapéutica para 
los pacientes con cirrosis hepática ya que estos pacientes muestran niveles circulantes 
de IGF1 muy bajos que están directamente relacionados con algunas de las 
complicaciones extrahepáticas fundamentalmente nutricionales y metabólicas 
(resistencia a insulina, desnutrición, osteopenia, hipogonadismo, alteraciones 
intestinales) asociadas a la cirrosis. De hecho, se ha demostrado la capacidad 
antifibrótica de la administración de IGF1 exógeno en ratones y humanos. En este 
sentido, un estudio ha demostrado que los parámetros histológicos en los animales 
con fibrosis hepática mejoran después de la administración de IGF1 [172]. En otros 
estudios se ha observado que la sobreexpresión de IGF1 en las HSC limitaba su 
activación, atenuaba la fibrosis y aceleraba la regeneración hepática en ratones 
cirróticos en el modelo experimental de inyección de CCl4 [173, 174]. Además, existen 
estudios donde se han encontrado bajas concentraciones séricas de IGF1 en 
pacientes con cirrosis hepática que se correlacionan con la progresión de la cirrosis 
hepática. En estos estudios, después del tratamiento con somatotropina, hormona 
capaz de aumentar los niveles de IGF1, la concentración sérica de IGF1 aumentó 
notablemente mejorando también la síntesis proteica [175-177]. El problema asociado 
a esta estrategia terapéutica es el riesgo potencial de administrar un factor de 
crecimiento en una condición preneoplásica como es la cirrosis. Por ello, se necesitan 
ensayos clínicos adicionales para identificar la dosis adecuada de IGF1, el tiempo y 
ritmo de administración, y el subgrupo de pacientes cirróticos que obtendrán mayor 




El análisis conjunto de los resultados de esta Tesis Doctoral indica que el sistema 
IGF1-IGF1R y, concretamente, su vía de señalización mediada por el IRS2 vía ERK1/2 
podría favorecer el daño producido en el hígado por ciertas patologías que 
desencadenan fibrosis hepática, incluyendo la colestasis, debido a una excesiva y/o 
sostenida activación de las HSC. Por ello, estos resultados deberían de ser tomados 
en consideración desde el punto de vista terapéutico a la hora de llevar a la clínica las 
terapias basadas en la administración de IGF1, indicando que es recomendable a la 
vez que necesario el diseño de nuevas estrategias terapéuticas en pacientes con 
cirrosis provocada por un proceso colestásico, y quizá también por otras patologías 
















































1. La deficiencia en el gen Irs2 retrasa la aparición y desarrollo del proceso fibrótico en 
un modelo preclínico de colestasis biliar en ratones tanto desde el punto de vista 
histológico como bioquímico. 
2. El aumento de expresión hepática de genes marcadores de inflamación y fibrosis se 
detecta en fases más tardías del proceso fibrótico, asociado al daño colestásico, en los 
ratones deficientes en el gen Irs2. 
3. Ante el daño colestásico, los ratones deficientes en IRS2 presentan un perfil de 
ácidos biliares acumulados en la vesícula con mayores propiedades antioxidantes y 
citoprotectoras en relación con los controles de genotipo salvaje. 
4. El IGF1 activa las células estelares hepáticas humanas LX2 mediante la inducción 
de la ruta IGF1R-ERK1/2-MMP9, resultando en una mayor expresión de marcadores 
de activación en estas células.  
5. Tanto el silenciamiento del gen IRS2 como el tratamiento farmacológico con el 
inhibidor de ERK1/2 impide el efecto proactivador del IGF1 sobre la activación de las 
células estelares hepáticas.  
6. La falta de IRS2 protege de la inducción de la metaloproteasa MMP9 en el hígado 
tras el daño colestásico y este efecto está asociado, en parte, a la modulación de 
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